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• DAME (Degeneración macular asociada a la edad) 
• EPR (Epitelio pigmentario de la retina) 
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                                                                                                          Objetivos. 
   El desarrollo de las actuales técnicas de ingeniería genética nos ha posibilitado 
trabajar con modelos experimentales Knockout, animales de experimentación a los que 
alteramos su genoma para que no expresen un determinado gen. Estudiando las 
alteraciones que se han producido en ellos, podremos atribuirlas a la no expresión de 
ese gen, y por tanto podremos deducir cuál es su función.  
   Las posibilidades que brinda la utilización de estos modelos, aún con sus limitaciones,  
son tan  numerosas como la cantidad de genes y la función que realizan sobre cada uno 
de los órganos de un ser vivo.  
   Para el desarrollo de este proyecto de tesis doctoral,  hemos utilizado tres modelos 
experimentales, con el fin de analizar las características de la retina y nervio óptico 
en relación a sus peculiaridades genómicas:  
1. Ratones ApoE Knockout: La Apolipoproteína E, cuya función ha estado siempre 
ligada al metabolismo lipídico, se muestra hoy como una importante proteína 
ligada a los procesos de mantenimiento y reparación neural. Dado que estos 
animales presentan cierto grado de ateroesclerosis, hemos utilizado además, 
animales ApoE Knockout alimentados con dietas hipercolesterolemiantes. Esto 
nos ha permitido, por un lado estudiar la repercusión de la hiperlipemia en el 
aparato visual y por otro lado intentar distinguir hasta qué punto esas 
alteraciones son debidas a la hiperlipemia y cuáles a la ausencia de la ApoE. 
Existen trabajos recientes centrados en las retinas de estos animales, pero las 
repercusiones sobre el nervio óptico aún están por estudiar.  
2. Ratones p27kip1 Knockout: La proteína  P27 en un factor inhibidor del complejo 
“ciclina-quinasa dependiente de ciclina”, encargado de la fosforilación de la 
proteína del retinoblastoma, evento crucial para el desarrollo del ciclo de las 
células eucariotas. Los animales Knockout muestran una mayor tendencia a la 
proliferación celular que se refleja en un aumento de su tamaño y mayor 
tendencia al desarrollo de ciertos tipos de tumores. El conocimiento de las 
características oftalmológicas de este modelo se limita a la descripción de un 
5 
                                                                                                          Objetivos. 
tipo de distrofia retiniana. Las características de sus nervios ópticos están 
todavía  por analizar.  
3. Ratones PTEN Knockout: PTEN es un gen encargado del control de la 
proliferación celular,  la apoptosis y de alguna forma controla también la 
actuación de p27kip1 . Los ratones estudiados son heterocigotos Pten -/+ ya que  
la forma homocigota  no es viable. Los ratones Knockout presentan un mayor 
tamaño y tendencia a padecer tumores malignos. En el campo de la oftalmología 
únicamente se ha estudiado la influencia de este gen sobre un modelo muy 
elemental de mosca Drosophila, valorando el desarrollo del globo ocular. 
 
LOS OBJETIVOS DE ESTE PROYECTO DE TESIS DOCTORAL SON:  
    
1- La descripción y caracterización tanto morfométrica como morfológica de estos 
modelos genéticamente manipulados. Para ello hemos utilizado: 
• Técnicas de microscopía óptica y electrónica con el procesamiento y 
digitalización de las imágenes obtenidas. 
• Estudio inumunocitoquímico utilizando los anticuerpos frente a la  
proteína ácida fibrilar de la glía (GFAP) y proteína básica de la mielina 
(MBP). Esta técnica nos ha permitido estudiar la influencia de estos 
genes sobre las proteínas citadas, que son componentes fundamentales 
de los nervios ópticos y retina.  
• Confirmación de los resultados obtenidos mediante las técnicas 
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      inmunohistoquimicas, utilizando técnicas de Western-blot e     
      inmunoblotting. 
 
  2- El estudio de la influencia de las  alteraciones descritas a lo largo de este 
trabajo, sobre la capacidad visual de los animales genéticamente manipulados.  Para 
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                                                                                                    Introducción. 
¿QUÉ ES UN RATÓN KNOCKOUT? 
 
   Hablamos de ratones Knockout refiriéndonos a ratones que han sido manipulados 
genéticamente mediante la técnica del DNA recombinante de tal manera que ha sido 
suprimida  la función de  un  gen concreto (que utilizamos para estudio). Con esto 
producimos una alteración genética recesiva. Gracias a estos ratones podemos 
estudiar cuál es la función de un gen en condiciones normales, ya que en los ratones 
Knockout ese gen pierde su función y produce un fenotipo distinto en el animal. La 
técnica de producción de Knockout es compleja y resulta de una combinación de la 
tecnología del DNA recombinante, de cultivos celulares y de manipulaciones de 
embriones.  
   Nos referimos a animales “transgénicos” cuando en ellos integramos un nuevo gen en 
el genoma de un ovocito fecundado, sin alterar los propios genes del animal. 
Conseguimos así una mutación que de alguna manera produce una “ganancia” funcional, 
produciendo alteraciones fenotípicas o incluso enfermedades, que se manifiestan 
cuando se afecta incluso uno solo de los dos alelos. 
   La capacidad de anular o alterar con precisión uno entre los miles de genes del 
cuerpo y trasmitir esta mutación a los descendientes parecía ciencia ficción tan solo 
hace unos años. Distintos avances científicos independientes unos de otros, culminaron 
en la capacidad de alterar un solo gen de la cadena completa del DNA del ratón. 
 
CONSTRUCCIÓN DE RATONES KNOCKOUT. 
 
  Existen diversos protocolos de fácil acceso, incluso vía Internet, donde quedan 
detallados todos los pasos a seguir para producir la mutación. En resumen, el proceso 
podría sintetizarse en los siguientes pasos: 
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   1-. Aislamiento del gen de interés: Consiste en el aislamiento del gen y secuencias 
aledañas de un banco de genes de células embrionarias “madre” o de la cepa que le dio 
origen. 
   2-. Construcción de los vectores para “gene targeting”: La misión principal del 
procedimiento “Knockout” es reemplazar un gen específico por otro inactivado. Con el 
fin de facilitar la sustitución e integración del nuevo gen, los dos extremos de este, 
deben estar flanqueados por secuencias de DNA idénticas a las secuencias que 
flanquean el gen a reemplazar. Al haber construido el vector de esta manera, 
permitimos una mayor capacidad de la nueva cadena de ADN para la unión en el lugar 




Figura 1.- Una célula madre embrionaria  contiene un gen que debe ser sustituido. 
Como muestra la figura este gen esta formado por un exón (secuencia codificante, 
verde), un intrón (secuencia no codificante) y otro exón (rojo). El vector Knockout 
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está formado en ambos lados por secuencias idénticas al gen original (azul) y por una 
secuencia irrelevante o diferente (morado). Se produce una doble recombinación en 
ambas regiones homólogas resultando de ello la incorporación de un vector inactivo 
Knockout al genoma de la célula.    
 
   3.- Recombinación homóloga: La probabilidad de que se produzca la incorporación de 
los vectores a las células dando lugar a la recombinación homóloga es baja, así 
debemos de utilizar algún sistema que nos permita reconocer en qué células se ha 
producido. 
   4.- Sondaje de las clonas recombinadas: Para reconocer aquellas células en las que se 
ha producido correctamente el proceso de recombinación podemos utilizar 
marcadores de selección. Si al crear el vector reemplazamos el gen que queremos 
inactivar por un gen que produzca protección frente a determinadas drogas como el 
ganciclovir (Fig.-1 morado), y posteriormente cultivamos las células embrionarias en un 
medio con ganciclovir, podremos decir que las células supervivientes son aquellas que 
han adquirido protección frente al ganciclovir y por lo tanto en las que ha tenido éxito 
el proceso de recombinación. Una vez aisladas las células resistentes llevaremos a 
cabo un sondeo de las clonas mediante técnicas como “Southern blot” y/o “PCR”, que 
definitivamente confirmaran que se ha producido un cambio en el genoma celular. 
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Fig. 2.- Recombinación homóloga: En esta fase se incorporan por 
electroporación los vectores  a las células madre para que se produzca la 
mutación y se procede a la selección de células por su resistencia a 
determinados fármacos (ganciclovir en el ejemplo), posteriormente 
procedemos a sondear las clonas supervivientes con técnicas tipo “Southern 
Blot” o “PCR” para asegurarnos de que se ha llevado a cabo el proceso de 
recombinación en cada célula. Las células seleccionadas se cultivan para ser 
utilizadas en la siguiente fase.  
 
 5.- Producción de ratones quiméricos: Las células embrionarias “madre” 
pluripotenciales ya genéticamente alteradas, pueden ser ahora microinyectadas en la 
cavidad de un blastocito de una hembra en su tercer día de gestación (de un total de 
20 días). Sus descendientes  son quiméricos en el sentido de que parte de sus células 
son derivadas de las células mutadas y parte del blastocito receptor, si el quimerismo 
afecta a las células germinales obtendremos una descendencia que presentará la 
mutación. Para reconocer que el “mapeo” genético se ha producido es interesante 
utilizar células madre embrionarias que codifiquen distintos colores de piel entre las 
células manipuladas y las del blastocito.   
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Fig. 3.- Las células mutadas se incorporan a los embriones mediante la microinyección 
en los blastocitos receptores. Los blastocitos se incorporan a madres pseudopreñadas 
donde continuarán su desarrollo hasta el nacimiento. Los ratones obtenidos serán 
quiméricos pues parte de sus células son derivadas de las células mutadas y parte de 
las células originales del blastocito.  
 
 
6.- Producción del ratón mutante: El ratón quimérico en el que la mutación ha afectado 
a sus células germinales es cruzado con un ratón normal de cuya descendencia 
obtendremos ratones genéticamente normales y ratones que han asumido ya la 
mutación en uno de sus alelos de  todo su genoma, es decir, heterocigotos. Estos 
ratones heterocigotos son cruzados con otros ratones heterocigotos obtenidos por 
idéntico procedimiento y el resultado será según las leyes de Mendel, ratones 
genéticamente normales, ratones heterocigotos y ratones homocigotos para la 
mutación, es decir, Knockout.  Mediante técnicas tipo “Southern blot” o “PCR” 
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Fig. 4.-  Los ratones quiméricos de la fase anterior, se cruzan con un ratón silvestre 
para producir los ratones donde uno de los alelos incluirá la mutación específica 
(heterocigoto). Posteriormente los ratones heterocigotos se cruzan entre si para 
obtener el ratón Knockout.      
 
ESTADO ACTUAL DE LA TECNOLOGÍA KNOCKOUT. 
 
   El aporte fundamental del estudio de los ratones Knockout se basa  en que los 
déficits  presentes en estos pueden revelar o clarificar la función del gen mutante y 
por tanto de la proteína que sintetizan. 
   El estudio mediante la inactivación de determinados genes implicados en la 
organogénesis ha demostrado por ejemplo que el gen SF-1 (encoding steroidogenic 
factor) es esencial para el desarrollo adrenal y gonadal, el WT-1 (Wilms tumor locus)  
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para la organogénesis renal o el gen GATA-1 para el desarrollo de los eritrocitos. 
   Estos modelos experimentales también son de gran valor en el estudio de la 
patogénesis y en el tratamiento de determinadas enfermedades (Tabla 1).  Por otro 
lado la manipulación farmacológica de los animales Knockout puede ser utilizada con 
éxito en el estudio de agentes terapéuticos. 
   Sin embargo debemos tener siempre presente ciertas consideraciones a la hora de 
obtener conclusiones sobre estudios basados en animales Knockout: 
1. El hecho de que la mutación se haya producido en el momento de la concepción 
puede hacer difícil el distinguir si los cambios son debidos a la influencia del 
propio gen sobre el fenotipo o a los mecanismos compensadores secundarios a 
la mutación. 
2. Si el gen se expresa en diferentes tejidos donde tiene diferentes funciones, 
su inactivación puede tener múltiples consecuencias. 
3. Si la inactivación de un gen produce la muerte fetal o la muerte tras el 
nacimiento, obtendremos importante información sobre la función de ese gen 
en el desarrollo pero deberemos tenerlo en cuenta para futuras 
investigaciones. 
4. Dos diferentes genes pueden solapar sus funciones en cuyo caso la mutación de 
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Regulador de la conducción transmembranosa 
Tabla 1.- Muestra algunos ejemplos de las primeras patologías donde se utilizaron 
modelos Knockout para el estudio de la patogénesis y tratamiento de algunas 
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   La tecnología Knockout que comenzó en la década de los 80 ha experimentado a 
finales de los 90 un impulso definitivo con la introducción de nuevas técnicas 
(Gráfica.- 1) como la utilización de células totipotenciales, mejora de los 
procedimientos de microinyección, ampliación del conocimiento del genoma de ciertos 
animales...Por otro lado las ventajas que ofrece el ratón como animal de 
experimentación (pocos requerimientos de espacio, alimentarios, económicos...) ha 
hecho que el estudio de la función de determinados genes y proteínas se haya 






1984/93 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003
 
Gráfica 1.- Muestra el incremento constante anual en el número de publicaciones 
sobre estudios basados en ratones Knockout desde 1984 hasta hoy. El método de 
cuantificación de las publicaciones se basó en una búsqueda por “Medline” utilizando 
las palabras clave “Knockout” y “Mice”,  y se diseñó personalmente. 
 
 
MODELOS KNOCKOUT EN OFTALMOLOGÍA. 
 
   Con el aumento del interés por el estudio de los modelos Knockout han ido 
apareciendo diferentes publicaciones, en las que se estudia la influencia de 
determinados genes sobre la estructura y función de las distintas partes de la 
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anatomía oftálmica, sin embargo y a pesar del considerable aumento de los 
conocimientos en el campo de la oftalmología y de los Knockout, nos encontramos aún 
en el comienzo del conocimiento de un campo que se anuncia sin duda, prometedor para 
el futuro. 
   Estos son algunos de los genes cuya función en el aparato visual ha sido estudiada 
por medio de animales Knockout:  
  Rho y Rhd: Ya en 1997 fueron apareciendo publicaciones donde se describe la 
retinopatía inducida por la supresión del gen que traduce la Rhodopsina (Rho), el 
pigmento fotorreactivo de los bastones que se ve alterado en patologías como la 
retinosis pigmentaria. Los ratones Knockout Rho-/- no elaboraban este pigmento y 
presentaban un electrorretinograma prácticamente plano así como importantes 
alteraciones morfológicas de los fotorreceptores (1).  Posteriormente en el año 2001 
Jaissel y cols. (2) estudian el periodo ventana en estos Knockout entre el tiempo 
transcurrido desde que la retina ha quedado completamente desarrollada y el 
momento en el que comienzan a aparecer las diferentes alteraciones en los conos, 
concluyendo que este periodo es de 6 semanas desde el momento del nacimiento y por 
tanto pueden ser utilizados durante este periodo como un modelo de estudio de 
retinas con funcionamiento puro de los conos.  Liang y cols (3) utilizan ratones Rhd -/- 
para demostrar que el Factor Ciliar Neurotrófico (CNTF Ciliary Neurotrophic factor) 
aumenta la supervivencia de los fotorreceptores carentes de Rodopsina.  
   TGF beta 2: Sanford y cols describen en 1997 (4) las características del fenotipo 
de ratones Knockout para el gen TGF beta 2, importante factor de crecimiento y 
diferenciación (transforming growth factor beta 2), mostrando estos ejemplares 
importantes malformaciones en los ojos, corazón, pulmones, espina dorsal...que los 
hacen incompatibles con la vida. 
   Bmp7: También en 1997 Jena y cols. (5) describen en ratones Knockout para el gen 
Bmp7 (miembro de la superfamilia del TGF beta) la falta de pigmento en la retina y 
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retraso en el desarrollo del cristalino junto con otras alteraciones a nivel de esqueleto 
y riñones que producen la muerte de los animales a las pocas semanas de vida. 
   c-fos: El gen c-fos es expresado en subpoblaciones de neuronas retinianas bajo 
condiciones fisiológicas del ciclo de la luz y la oscuridad y aumenta la síntesis del 
RNAm del c-fos en las células de Müller tras producirse daños locales en la retina, la 
no expresión de este gen induce alteraciones morfológicas y funcionales de la retina 
(6). 
  IRBP: La proteína trasportadora del retinoide entre  los fotorreceptores IRBP 
(interphotoreceptor retinoid-binding protein) regula el proceso de intercambio de los 
retinoides entre los fotorreceptores y epitelio pigmentario de la retina, Ripps y cols. 
(7), demostraron que la no expresión de este gen produce en los ratones Knockout 
anomalías en cuanto a la morfología de la retina, a pesar de lo cual no pudieron 
demostrar ningún cambio en el funcionamiento del ciclo visual, no presentando ninguna 
alteración ni en el electrorretinograma ni en la medición de la densidad de rhodopsina.  
   e-NOS y hsp70.1: Brooks y cols. (8) investigan en el año 2001 la posible relación 
entre la retinopatía del prematuro y el papel de la sintetasa del óxido nítrico. Utilizan 
en su investigación modelos de ratones Knockout para esta sintetasa (e-NOS), las 
conclusiones mostraron que, exponiendo a estos ratones Knockout y a otro grupo de 
ratones control a un modelo experimental de retinopatía del prematuro, los ratones 
que no sintetizaban óxido nítrico mostraban menor obliteración vascular y la 
neovascularización del vítreo se reducía sustancialmente más que en los animales 
control. Ese mismo año, Choi y cols. (9) estudian el efecto de la proteína hsp70.1 (heat 
shock protein 70.1) también sobre modelos experimentales de retinopatía del 
prematuro con hiperoxigenación en ratones neonatos, algunos de los cuales eran 
Knockout para esta proteína. El resultado mostró una mayor gravedad de la 
retinopatía en los ratones Knockout en comparación al grupo control.  
   Rpe65: Los retinoides presentes en el epitelio pigmentario de la retina juegan un 
papel importante en la formación de la lipofucsina, sin embargo el exacto mecanismo 
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por el cual estos regulan su formación estaba aún por describir. Katz y Redmond (10) 
estudiaron el gen Rpe65 que sintetiza la proteína que facilita la isomerización de los 
enlaces “trans” a los “cis” del retinol. En el estudio de ratones Knockout que no 
expresaban este gen se observó una reducción importante en la formación de 
lipofucsina, demostrándose así la relación de la isomerización del retinol con la 
formación de la lipofucsina. 
      CRBP1: Saari y cols. (11) estudiaron por medio de ratones Knockout, la función 
sobre el ciclo visual del gen que sintetiza la proteína trasportadora intracelular del 
retinol tipo I, sugiriendo en las conclusiones de su trabajo que esta proteína 
participaba en el proceso que regulaba la difusión de todas las moléculas de trans –
retinol desde los fotorreceptores  a las células del EPR.           
    Rara y Rarb: El ácido retinoico es también un elemento fundamental para la 
diferenciación y formación del ojo. Zhou y cols. (12) estudiaron el efecto de los 
receptores alfa y beta para el ácido retinoico (Rara y Rarb) sobre la proliferación de 
células retinianas y tamaño del ojo. Para su investigación utilizaron ratones control así 
como Rara -/- y Rarb -/-. Demostraron que el gen Rarb, expresado en el cromosoma 14 
tiene un importante efecto sobre la proliferación celular embrionaria de la retina. 
    AQP4: Las Aquaporinas son una familia de proteínas transportadoras de los 
canales de agua, fundamentales para el trasporte de fluidos entre los epitelios. Las 
células de Müller y los astrocitos del ratón expresan receptores para estas 
acuaporinas. Para estudiar la función de la acuaporina-4 (AQP4) sobre la visión, Jiang 
y cols. (13) realizaron electrorretinogramas y potenciales visuales evocados sobre un 
grupo de ratones Knockout AQP4-/-,  así como un completo estudio morfológico de sus 
retinas y nervios ópticos.  Aunque el estudio morfológico no mostró diferencias 
estructurales entre los ratones Knockout y los controles, sí existieron diferencias 
significativas en los patrones neurofisiológicos, sugiriéndose un papel importante de la 
AQP4 de las células de Müller en el balance de fluidos implicado en la traducción de 
los estímulos eléctricos de las células excitables.   
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   RS1: Weber y cols. estudiaron el papel del gen RS1 en la retinosquisis juvenil ligada 
al sexo. Describieron en estos animales Knockout una alteración completa de la retina 
que afectaba tanto a las capas de células retinianas como a sus sinapsis (14). 
   ApoE, P27 y PTEN: En este proyecto de Tesis se ha desarrollado particularmente 
el estudio de las funciones de estos genes sobre la retina y nervios ópticos. 
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             1. El modelo ApoE Knockout
 
 23

















                                                                                                    Introducción. 
1.1 LIPOPROTEÍNAS Y APOLIPOPROTEÍNAS. 
  
LIPOPROTEÍNAS: Son partículas que constan de  lípidos y   proteínas asociados de 
forma no covalente, estas funcionan en el plasma sanguíneo como vehículos 
trasportadores de triacilgliceroles y colesterol. 
ESTRUCTURA: Forman partículas globulares de tipo micelar formadas por un núcleo 
apolar de triacilglicéridos y esteres de colesterol rodeados por una cubierta anfifílica 
de proteínas, fosfolípidos y colesterol. Se clasifican en función  de sus propiedades en 
(Esquema.-1) (15):  
V Quilomicrones ( trasportan triacilglicéridos y colesterol externo).  
V Lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), densidad intermedia (IDL) y baja 
densidad (LDL), estas transportan triacilgliceroles y colesterol endógenos 
(suministrados internamente), desde el hígado a los tejidos. 
V Lipoproteínas de densidad elevada (HDL): Transportan colesterol endógeno 
desde los tejidos al hígado. 
APOLIPOPROTEINAS:   El componente proteico de las lipoproteínas se conoce como 
apolipoproteína o simplemente apoproteína. Existen nueve tipos de apolipoproteínas 
distribuidos entre las diferentes lipoproteínas humanas.    
 
1.1.1 FUNCION DE LAS LIPOPROTEÍNAS Y LAS APOLIPOPROTEÍNAS. 
 
   Los quilomicrones que se forman en la mucosa intestinal, funcionan de modo que  
mantienen los triglicéridos y el colesterol exógeno suspendidos en una solución acuosa. 
Los quilomicrones se adhieren al endotelio de los capilares del músculo esquelético y 
del tejido adiposo. Allí los triacilgliceroles se van hidrolizando, los restos de los 
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   Las VLDL se sintetizan en el hígado y pasan a la circulación como IDL y luego LDL. 
Las células captaran el colesterol mediante endocitosis de la LDL facilitada por un 
receptor. Así pues la LDL es secuestrada por un receptor de LDL, glucoproteína 
transmembrana de la superficie celular, que fija especialmente la ApoB-100 y la ApoE. 
También parece claro que el hígado capta restos de quilomicrones a través de un 
receptor que fija específicamente la ApoE. (Fig.-5) 
 










Triacilglicéridos de la dieta 
Triacilglicéridos endógenos, ésteres de colesterol, 
colesterol. 
Esteres de colesterol, colesterol, triacilgliceroles. 
Esteres de colesterol, colesterol, triacilgliceroles. 
Esteres de colesterol, colesterol. 
Esquema.-1  Tipos de lipoproteínas y principales lípidos que contienen. 
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Fig. 5.- Modelo del transporte de triacilglicéridos y colesterol plasmático en el 
hombre. 
 
1.2 APOLIPOPROTEINA E. 
 
   La Apoproteina E (ApoE), es una proteína de 34 kD, sintetizada en el locus 19q13.2. 
Al igual que otras apolipoproteínas esta formada por  múltiples repeticiones de 21 
aminoácidos que configuran una hélice alifática  que facilita la unión a la superficie de 
la lipoproteína plasmática (16). La ApoE también contiene en su estructura una 
cantidad de aminoácidos residuales [150], que son fundamentales para la alta afinidad 
que ApoE demuestra con el receptor de la LDL y que es fundamental para iniciar el 
proceso de endocitosis de la lipoproteína por el tejido extrahepático (17). La ApoE 
regula la interacción de la LDL con la proteína receptora de la LDL a tres niveles, por 
un lado facilita la liberación de las partículas desde la lipoproteína hacia el receptor, 
por otro une el heparán sulfato, proteoglicano fundamental para completar la 
interacción con el receptor, y además interactúa directamente con el receptor para 
acelerar todo el proceso (18). Además la ApoE actúa sobre los receptores de las VLDL 
y otras lipoproteínas (19,20), así como sobre la lipasa hepática (21,22). 
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   En los humanos el gen de la ApoE es polimórfico y posee tres alelos: ApoE*2, 
ApoE*3 y ApoE*4. Estos alelos presentan en la población normal una frecuencia del 
7%, 77% y 15% respectivamente (23). El alelo ApoE*3 se codifica con la cisteína en la 
posición 112 y la arginina en la 158. El ApoE*2 se codificará con la cisteína en las dos 
posiciones y la ApoE*4 con la arginina también en las dos posiciones.  
   Hay varios estudios poblacionales que han sugerido que los distintos alelos de ApoE 
tienen diferentes influencias en el metabolismo lipídico humano. Así el alelo ApoE*2 se 
ha asociado con una mayor concentración plasmática de ApoE y  menor de colesterol y 
LDL (24). También se ha asociado a un menor riesgo de enfermedad cardiovascular 
(25) exceptuando a un 5% de estos individuos que desarrollaran una 
hipertrigliceridemia familiar tipo III (26). El Alelo ApoE*4 se asocia con menor 
concentración de ApoE y al mismo tiempo con un incremento  de la concentración 
plasmática de colesterol y LDL (24) junto a un aumento del riesgo cardiovascular (25). 
   Para terminar de definir las diferencias y funciones de la expresión de los distintos 
alelos de ApoE, Knouff y cols. (27) diseñan un estudio en el que generan un grupo de 
ratones que expresan la isoforma ApoE*4 humana y la comparan con otro grupo de 
ratones que expresan la isoforma ApoE*3. Comprueban que los niveles de apoproteína 
y lípidos plasmáticos no difieren entre los dos grupos ni siquiera  al aumentar los 
contenidos lipídicos de las dietas, sin embargo  el grupo ApoE*4 mostraba tres veces 
más cantidad de colesterol, ApoE y ApoB-48 en sus VLDL que el grupo ApoE*3, 
además la tasa de aclaramiento de estas VLDL era la mitad que en los ratones ApoE*3. 
En los ratones ApoE*4 se formaban placas de ateroma de mayor tamaño que en el otro 
grupo cuando todos los ratones eran alimentados con dietas hipercolesterolemiantes. 
Los autores demuestran con este experimento una correlación directa y muy 
significativa entre la tasa de aclaramiento de la VLDL y la formación de placas de 
ateroma, además constatan que la existencia de diferencias en la estructura de la 
ApoE son suficientes para producir alteraciones del aclaramiento de VLDL y por tanto 
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de aumentar el riesgo de formación de placas de ateroma y enfermedades 
cardiovasculares. 
 
1.2.1 ACCIÓN DE LA APOPROTEÍNA E SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO 
PERIFÉRICO Y CENTRAL. 
 
   La ApoE que durante años se ha caracterizado como una proteína transportadora de 
colesterol, aparece ahora además, como una importante proteína implicada en el 
correcto mantenimiento de las neuronas.  
   Sabemos que ApoE está presente en las células no mielinizadas de Schwann del 
sistema nervioso periférico (SNP) (28), y que es la principal proteína detectada en el 
muñón distal tras secciones del nervio ciático en animales de experimentación (29). A 
pesar de que se desconoce la función exacta que desarrolla ApoE en el SNP, se piensa 
que dada su influencia sobre la adhesión, la morfología y la supervivencia neural  in 
vitro (30,31,32,33,34) e influir el genotipo de ApoE en la recuperación tras 
determinadas lesiones neurales (35,36,37,38,39), pudiera ser plausible pensar que 
ApoE fuera un importante “mantenedor” de la integridad neuronal en el SNP.  
   En el sistema nervioso central (SNC), la principal apoproteína sintetizada es ApoE 
(40) y está producida por las células glíales y macrófagos (41). También sabemos que 
la expresión del alelo ApoE*4 en humanos se asocia con un aumento del riesgo y 
precocidad de la enfermedad de Alzheimer (42,43). 
   En cuanto a la posible función “reparadora” de ApoE en el tejido neural, es 
interesante destacar que tanto en el SNC como en el SNP, las lesiones inducen un 
incremento de la producción y secreción por parte de la glía y  macrófagos y sus 
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1.2.2 RATONES APOE KNOCKOUT (-/-). 
 
Fig. 6.- Parte del mapa del cromosoma donde se sintetiza la ApoE en el ratón. El 
conocimiento del genoma del ratón y la capacidad de la ingeniería genética para su 
manipulación se encuentran actualmente en una fase muy avanzada. Varias empresas 
publican en Internet el genoma del ratón y admiten encargos para manipular 
específicamente algún gen determinado (http://www.ensembl.org/). 
 
   La Apoproteina E fue la primera lipoproteina trasportadora cuyo gen fue anulado en 
un ratón (47). Se piensa que la aterogénesis acelerada que sufren estos ratones es 
debida en parte a que las β-VLDL, VLDL enriquecidas en colesterol,  son las principales 
lipoproteínas de los ratones ApoE Knockout (48), por otro lado, otros autores 
propusieron que, en parte, este proceso podría ser también debido a una alteración en 
la capacidad antioxidante del organismo (49). 
   Dejando de un lado las investigaciones sobre lípidos y arteriosclerosis, los ratones 
ApoE Knockout son también actualmente centro de numerosas investigaciones 
centradas en el estudio de la función de esta ApoE sobre el sistema nervioso central y 
periférico, también se han orientado las investigaciones hacia el estudio del papel de 
esta apoproteína en el sistema antioxidante y  en la vía inflamatoria.  
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   Perfil lipídico y lipoproteico de los ratones ApoE Knockout:  
 
  Los ratones ApoE Knockout presentan un incremento cuatro veces mayor en los 
niveles de colesterol plasmático total y un incremento dos veces superior de los 
niveles de triglicéridos en comparación con los ratones controles. Además, mientras 
que la mayoría del colesterol sérico se halla en los ratones wildtype en forma de HDL, 
en los ratones ApoE Knockout, la principal fuente del colesterol plasmático son las 
partículas β-VLDL (48), lo que supone una disminución de cerca del 90% en las 
proporciones HDL/TG.  
 
Homocisteina plasmática y niveles de glucosa. 
 
   Los ratones ApoE Knockout presentan una disminución significativa de la 
homocisteína plasmática total así como de los niveles de glucosa. Estos son un factor 
de riesgo asociado a la enfermedad aterosclerótica vascular de los humanos (50,51). 
La razón y el significado de la reducción de los niveles séricos de factores 
aterogénicos en este modelo animal de experimentación permanece aún por aclarar. 
 
Capacidad antioxidante.  
 
   Parece que existe una variación significativa entre los componentes antioxidantes 
endógenos de diferentes órganos. El riñón muestra una actividad GPx, Gred y catalasa 
aumentada, mientras que en plasma  su actividad es mínima. Igualmente la actividad 
del SOD es máxima en corazón , riñones y pulmones mientras que es mínima en las 
células rojas y en plasma (52). 
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Esperanza de vida. 
 
   Mientras que los ratones wildtype pueden vivir libres de enfermedades durante 
varios años,  los ratones ApoE Knockout presentan una esperanza de vida mucho más 
corta. Según aumenta su edad, estos ratones desarrollan lesiones cutáneas, en forma 
de xantomas en áreas como hombros o espalda (53), los lípidos y la matriz 
extracelular son los componentes predominantes de estas lesiones y la gravedad de 
ellas no permite mantener con vida a estos animales más de 18 meses y además un 
tercio de ellos muere espontáneamente antes de concluir este periodo, siendo la 
enfermedad coronaria una de las posibles causas de su muerte. 
 
Enfermedad aórtica y coronaria. 
 





Fig 7.- Sección transversal del arco aórtico teñido con hematoxilina y eosina
correspondiente a un animal ApoE Knockout (A) y wildtype (B). 25X. (Díez-Juan y
cols.; 2001) 
   Los animales ApoE Knockout muestran, en los estudios histológicos, masivas lesiones 
ateromatosas con abundantes cristales de colesterol, lípidos y disminución de la 
matriz extracelular que se hacen patentes tanto en el cayado aórtico como en las 
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El sistema nervioso periférico. 
 
   Fullerton y cols (54) estudian la función de ApoE sobre el SNP por medio de ratones 
ApoE Knockout. Observan con técnicas de microscopía electrónica la estructura de los 
axones no mielinizados de estos ratones anormal. Los axones no mielinizados del nervio 
ciático presentaban una morfología irregular y estaban separados por una disminuida 
cantidad de citoplasma de las células de Schwann. Además la diferenciación entre el 
límite axonal y el citoplasmático se veía dificultado por un aumento de la 
electrodensidad. También comprobaron una reducción en el número de axones no 
mielinizados. Los hallazgos histológicos observados en el grupo Knockout se traducían 




















 A. 8.-  Los axones no  mielinizados de lo
cular, de baja electrodensidad y se hallan
 Schwann. Sin embargo los ratones de
ctrodensos y no se encuentran clarame
lulas de Schwann. Flechas: Axones no mi
ullerton y cols.; 1998).  
33Bs ratones wildtype (A) son de morfología 
 rodeados por el citoplasma de las células 
l grupo Knockout (B), son irregulares, 
nte separados por el citoplasma de las 
elinizados, Asterisco: célula de Schwann 
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1.3.3 OFTALMOLOGIA Y APOPROTEÍNA E. 
 
   Si bien el estudio de la función de la Apolipoproteína E en el SNC y SNP se revela 
prometedor en el campo del conocimiento de determinadas patologías ya mencionadas 
como el Alzheimer y los procesos de regeneración neuronal, en cuanto al estudio de la 
función de esta Apoproteína sobre el nervio óptico y la retina a través de modelos 
experimentales Knockout nos encontramos aún en las fases más embrionarias de su 
conocimiento, existiendo en la literatura científica mundial apenas 10 referencias 
bibliográficas. Sin embargo, y a pesar de lo escaso del número de publicaciones, ya 
podemos apuntar las líneas básicas en cuanto al estudio de su función. Así, se ha 
asociado  la expresión en humanos de determinados alelos de ApoE con la 
degeneración macular asociada a la edad (DMAE) o a patologías con afectación neural 
como el glaucoma y se han hallado numerosas alteraciones morfológicas en las retinas 
de los ratones ApoE Knockout. A continuación describiremos cuales son los 
conocimientos que se tienen actualmente en cuanto a la función de esta apoproteína 
sobre el NO y retina y que serán el punto de partida de mis actuales investigaciones 
sobre este gen. 
 
Expresión y síntesis local de la ApoE en la retina. 
 
   Anderson y cols. (55) miden en la retina los niveles del RNAm de la ApoE mediante 
el estudio cuantitativo de la transcripción de ApoE en donantes de órganos humanos, 
además, localizan  utilizando un microscopio confocal de inmunofluorescencia, las 
zonas de expresión de la ApoE en grupos celulares concretos y espacios 
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   Los puntos retinianos donde se encontró inmu
reflejados en la Fig. 9.- Por otro lado  demuest
trascripción inversa que la ApoE hallada en los fotor
estos sino más bien es introducida desde el torre
sintetizada en el EPR, por un mecanismo similar al d
que describiremos a continuación. Tampoco hallan
retinianas como cabría esperar por el hecho de que
astrocitos sean los principales sintetizadores allí (5
síntesis  de ApoE a partir de las neuronas (58). 
   Amaratunga y cols. (59) demuestran , utiliza
metionin/cisteina de la ApoE hallada en vítreo, que  e
de Müller y secretada hacia el vítreo e interiorizad
ganglionares de la retina y rápidamente transportad
cerebro como una molécula intacta, hacia los cuerpo
demuestran que esta apolipoproteína de síntesis 
 35Fig. 9.-   Los puntos en rojo
marcan los zonas donde se
encontró inmunorreactividad
para la ApoE, hallándose esta en
la capa de células ganglionares
,segmento externo de los
fotorreceptores, EPR y
membrana de Bruch.  
c: capilares, Ch: coriocapilar, 
flecha hacia arriba: membrana
de Bruch.  
Esquema propio de trabajo. norreactividad positiva quedan 
ran por medio de técnicas de 
receptores no tiene su origen en 
nte sanguíneo o a partir de la 
escrito por Amaratunga y cols. y 
 síntesis local en las neuronas 
 a nivel cerebral , y aunque los 
6,57), también se ha probado la 
ndo técnicas de marcaje con 
sta es sintetizada por las células 
a y/o secretada por las células 
a a través  del nervio óptico y 
s geniculados laterales. También 
local retiniana tiene perfecta 
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capacidad para integrarse en partículas lipoproteicas que contienen triglicéridos, 
esteres de colesterol y colesterol libre (60).  
   Si tanto en el sistema nervioso central (SNC)  como periférico (SNP), la expresión 
de la ApoE por las células macroglíales es estimulada por un daño o enfermedad 
degenerativa neural (61,62,63),también se ha propuesto que a nivel retiniano serían las 
células de Müller las que funcionarían a modo de “macroglía  retiniana” en el sentido de 
que serían ellas las encargadas de sintetizar la ApoE ante situaciones de estrés 
sufridas por la retina como el desprendimiento de esta, las degeneraciones maculares 
o el glaucoma crónico (64). 
 
ApoE y desprendimiento de retina: 
 
   Schneeberger y cols (65) estudian el fluido subrretiniano obtenido a partir de ojos 
con desprendimientos exudativos y regmatógenos de retina. Por medio de técnicas de 
“western-blot” detectan y cuantifican la presencia de ApoE. Concluyen que la ApoE se 
halla implicada en los procesos de reparación retiniana desencadenados por su 
desprendimiento.  
   Existen también estudios que no han logrado establecer una asociación entre la 
expresión de los diferentes alelos y enfermedades degenerativas como la retinosis 
pigmentosa. Así Souied y cols. hacen un análisis por PCR del polimorfismo de la ApoE 
en 51 pacientes afectos de retinosis pigmentosa, no hallando ninguna diferencia en 
cuanto a la frecuencia de los alelos ApoE respecto a la población control. (66) 
 
ApoE y glaucoma: 
 
   Copin y cols. (67) estudian la implicación de la ApoE en otro proceso de degeneración 
neuronal: el glaucoma crónico de ángulo abierto. Los autores concluyen detectando una 
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asociación entre la expresión de ApoE*4 y mayor riesgo de padecer tanto glaucoma 
crónico de ángulo abierto como  glaucoma de tensión  normal.         
  
ApoE y drusas:  
 
   Uno de los marcadores de la DMAE es la acumulación de depósitos a lo largo de la 
membrana de Bruch (MB). Las drusas son el tipo de depósitos más frecuentes y se 
localizan en el límite entre la membrana basal del EPR (epitelio pigmentario de la 
retina) y la capa colágena interna de la MB. De entre las  moléculas que componen 
estas drusas destacan la  vitronectina, componentes del amiloide P, proteína C 
reactiva, y apolipoproteína E, componentes que a su vez están presentes en placas de 
ateroma, enfermedades degenerativas cerebrales,...(68,69,70). Anderson y cols. 
constataron que en los bordes basolaterales de las drusas duras quedaba interrumpido 
el patrón inmunorreactivo de la ApoE y demostraron que la ApoE hallada en el interior 
de estas procede de la sintetizada a nivel del EPR, aunque sin quedar claro si su 
presencia es la causa o la consecuencia  de la formación de las drusas. 
 
 
ApoE y DMAE.    
 
   Los factores ambientales y alimenticios son factores de riesgo para la DMAE  
constatados en diferentes estudios, y es bien conocido el efecto adverso del tabaco y 
los altos niveles de colesterol. Sin embargo, la teoría hereditaria de la DMAE cobra 
cada día más fuerza y se han sugerido recientemente teorías acerca de la implicación 
de determinados genotipos en ella (71,72). 
   Las drusas son un signo precoz de DMAE y se caracterizan por la presencia de 
proteínas y lípidos en la membrana de Bruch (73). Así la ApoE se convierte 
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intuitivamente en un candidato para el estudio de su relación con la DMAE por dos 
motivos, primero por su papel como regulador del metabolismo lipídico y segundo por 
su demostrada implicación en enfermedades neuro-degenerativas. 
   Klaver y cols. (74) y Souied y cols (75) han demostrado un efecto protector del alelo 
ApoE*4 en la DMAE. En su estudio, estos últimos,  constataron que el alelo ApoE*4 se 
asociaba con una disminución estadísticamente significativa con la presencia de 
degeneraciones maculares seniles y el alelo ApoE*2 se asociaba con un moderado 
incremento del riesgo. 
   Otro estudio (76) no pudo demostrar estos hallazgos en un grupo poblacional chino 
afecto de la enfermedad. 
   Recientemente Schmidt y cols. (77)  genotipan la ApoE en un número de 330 
controles y  230 pacientes afectos de drusas blandas, atrofia geográfica o 
membranas neovasculares (MNV), a los que engloban como afectos de DMAE. De ellos 
129  casos eran familiares y 101 esporádicos. Para el genotipado de los pacientes 
extrajeron DNA a partir de linfocitos aislados de muestras de sangre según habían 
descrito previamente Vance y cols. (78) y el genotipado de la ApoE se llevó a cabo 
según los protocolos publicados por Grubber y cols (79).  No hallaron ninguna evidencia 
de que, ni en casos esporádicos ni en casos familiares, existiera un incremento del 
riesgo de desarrollar DMAE atribuible al alotipo ApoE*2. Tampoco hallaron ningún 
efecto protector del alotipo ApoE*4 en casos esporádicos.  
   El estudio concluye que el alelo  ApoE*4 tiene un efecto protector moderado sobre 
la DMAE y que este queda limitado a los casos familiares y concretamente  en 
pacientes jóvenes. Se sugieren dos hipótesis respecto al papel de este alelo como 
protector frente a la DMAE, la primera haría referencia a la posible asociación del 
ApoE*4 con la mutación de otro gen que fuera el responsable directo del efecto, la 
segunda posibilidad sería un efecto directo de la ApoE sobre la patogénesis de la 
DMAE, esta última teoría sería especialmente interesante ya que es absolutamente 
opuesta al efecto hallado sobre otras enfermedades neurodegenerativas, 
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concretamente en la enfermedad de Alzheimer, donde el ApoE*4 aumenta las 
posibilidades de que la enfermedad sea desarrollada. 
 
1.3.4 LA RETINA DE LOS RATONES APOE KNOCKOUT. 
 
   El primer trabajo publicado respecto a la posible influencia de la ApoE en la 
morfología de la retina aparece en el año 2001 por Ong y Cols. (80). Los autores 
utilizaron para sus investigaciones ratones ApoE Knockout  y wildtype separados en 
cuatro grupos de estudio clasificados en orden creciente según los niveles de 
colesterol plasmático, así los animales control se separaron en dos grupos según 
fueran alimentados o no con dieta hipercolesterolémica, en los ratones ApoE Knockout 
se procedió de la misma manera. El objeto de la división en estos cuatro grupos era 
discernir entre la hipercolesterolemia o la ausencia de expresión de la ApoE como 
responsables de las alteraciones morfológicas halladas.  
   En el estudio electrofisiológico (electrorretinograma)  de los cuatro grupos de 
animales, los autores encontraron un aumento significativo en las latencias de las 
ondas a y b cuando se comparaban los grupos ApoE con los controles, además hubo una 
reducción de la amplitud  del potencial oscilatorio en el grupo  ApoE alimentado con 
dieta hipercolesterolemiante. No se halló diferencia en cuanto a las amplitudes de las 
ondas a y b en ninguno de los otros tres grupos. Estos resultados electrofisiológicos 
demuestran una disfunción neural retiniana que afectaría a las capas más internas de 
ésta.     
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 Fig. 10.- Microscopía óptica de las secciones de las retinas de los ratones del grupo
control (izquierda) y ApoE alimentado con dieta hipercolesterolémica (derecha),
observándose en esta última, la presencia de  procesos de vacuolización y disminución de
la celularidad. INL: Capa nuclear interna OPL: Capa plexiforme externa. ONL: Capa




   En el estudio con microscopía óptica  comparativo entre los grupos de ratones 
control alimentados con dieta normal y el grupo de ratones ApoE Knockout 
alimentados con una dieta hipercolesterolémica, se halló en este segundo grupo una 
condensación de la cromatina nuclear así como una vacuolización periventricular focal 
en la capa nuclear interna, sugiriéndose por su localización que se trataba de células 
amacrinas. En los otros grupos de estudio las diferencias fueron intermedias entre las 
halladas en los dos grupos mostrados. Así mismo el análisis morfométrico reveló una 
disminución en cuanto al número de células de la nuclear interna de los grupos 
respecto al grupo control alimentado con una dieta normal, resultados idénticos se 
obtuvieron en el contaje de la nuclear externa. Estos resultados se correlacionaban 
con el hallazgo de unos grosores retinianos menores también de los tres grupos 
respecto al control, grosores disminuidos a expensas de la disminución celular en las 
nucleares tanto externas como internas. 
Estudio Inmunohistoquímico: En el grupo control se estudió la expresión de la 
anhidrasa carbónica II a nivel de la nuclear interna, más concretamente en los núcleos 
de las células de Müller y se observó como esta fue disminuyendo su expresión a lo 
 40
                                                                                                    Introducción. 
largo de los tres grupos. El estudio de la expresión de la calretinina, proteína neural 
ligadora de calcio, demostró su presencia en la capa de  células ganglionares y nuclear 
interna así como en algunos puntos de la plexiforme interna (células bipolares), 
marcando la presencia de sinapsis entre células bipolares y amacrinas. También se 
encontró una disminución de la expresión de esta proteína de los tres grupos respecto 
al control. 
 
1.3.5 ESTUDIO DE LA MEMBRANA DE BRUCH. 
 
   Dibmar y cols. realizan un trabajo centrado en el estudio de la membrana de Bruch 
(MB) (81). Utilizan ratones control y ApoE Knockout que a su vez dividen en dos 
grupos: jóvenes y viejos. En su estudio hallan diferencias significativas en cuanto al 
grosor de la MB entre el grupo de ratones control jóvenes y el resto de los grupos.  
   El análisis ultraestructural reveló dos clases de degeneraciones vacuolares en la MB. 
Se hallaron vacuolas no rodeadas por membranas y vacuolas que sí presentaban una 
delimitación formada por membranas, estos últimos hallazgos estaban presentes en 
todas la MB de los ratones ApoE Knockout y prácticamente ausentes en el grupo de 
los ratones control, por el contrario las vacuolas no delimitadas por membranas fueron 
un hallazgo presente en todos los grupos excepto en el de los ratones control jóvenes.  
Las vacuolas membranosas halladas en la MB parecen ser un marcador específico de la 
degeneración macular asociada a la edad. 
 
1.3.6 EL NERVIO ÓPTICO DE LOS RATONES APOE KNOCKOUT. 
 
   Si como hemos mencionado anteriormente, el conocimiento de las funciones de la 
ApoE en la retina y el estudio de esta en los ratones ApoE Knockout, se encuentra en 
las fases más precoces de su entendimiento, aún nos hallamos en un desconocimiento 
más profundo si nos referimos a su función sobre el nervio óptico. Prácticamente no 
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existen trabajos centrados en el estudio de la  función de la ApoE en el nervio óptico 
(NO), de tal forma que esta debe ser deducida de los trabajos publicados sobre la 
función de la ApoE en cerebro o SNP.  
   Stoll y cols. (82) son los únicos que realizan un estudio centrado en el nervio óptico. 
Parten de la base del conocimiento de que a nivel molecular, uno de los fenómenos más 
importantes tras la sección de un nervio central o periférico es la estimulación de la 
síntesis y secreción local de ApoE (83,84,85,86). En el segmento distal de un nervio 
ciático seccionado de rata, se identificaron a los macrófagos como la fuente principal 
de producción de ApoE local (84). A nivel del SNC Boyles (87)  centrando sus 
investigaciones en el cerebro y haciendo un estudio rápido sobre el NO demuestra que 
en condiciones normales existe inmunorreactividad para la ApoE en los astrocitos de 
los NO pero tras producirse una lesión del NO, esta inmunorreactividad desaparece 
rápidamente de la astroglía pero simultáneamente empieza a ser detectada en una 
sustancia granular de origen desconocido acompañándose de una estimulación de su 
síntesis global. Stoll y cols (82) pretenden descubrir cuales son las células encargadas 
de la síntesis de la ApoE en situaciones de estrés, para ello utilizan criosecciones 
semifinas de NO previamente dañados. Utilizan diferentes anticuerpos en las técnicas 
de inmunocitoquímica: antiApoE, GFAP (glial fibrilary acidic protein) para identificar a 
los astrocitos, CNP (2´3´-cyclin nucleotide-3´phosphodiesterase) para los 
oligodendrocitos y ED1 para los macrófagos. Comprobaron que tras la sección del NO 
la inmunorreactividad para los anticuerpos antiApoE era solo patente en los 
oligodendrocitos, además hallaron la presencia de ApoE en los aparatos de Golgi de 
estas células indicando su síntesis a este nivel. Concluyen que la ApoE derivada de los 
oligodendrocitos es la que participa en la redistribución de los lípidos de la mielina 
tras una lesión en el NO.     
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              2. El modelo p27kip1Knockout 
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2.1 EL CICLO CELULAR 
 
   El ciclo celular es un conjunto ordenado de eventos que culmina con el crecimiento 
de la célula y la división en dos células hijas. 
 







Fig.11.- El ciclo celular se divide en varias etapas o estadios. El estadio G1 quiere
decir "GAP 1" (Intervalo 1). El estadio S representa "Síntesis". Esta es la etapa
en la que ocurre la replicación del ADN. El estadio G2 representa el "GAP
2"(Intervalo 2). El estado M representa la "mitosis", y es el momento en el que
ocurre la división nuclear (los cromosomas se separan) y citoplasmática
(citocinesis). 
 
Factores que actúan regulando el ciclo celular: 
 
Ciclinas y Quinasas dependientes de ciclinas (CDKs): La maquinaria básica del ciclo 
celular está constituida por proteínas capaces de fosforilar a otras proteínas 
(proteínas quinasas o, abreviadamente, quinasas) mediante la transferencia de grupos 
fosfato a aminoácidos específicos. El resultado de la fosforilación de una proteína es 
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generalmente un cambio en su actividad o en su capacidad para formar parte de una 
estructura. Las quinasas que coordinan los complejos procesos de control del ciclo 
celular se denominan quinasas dependientes de ciclina (CDKs, del inglés "Cyclin-
Dependent Kinases") porque su actividad de fosforilar proteínas es regulada por la 
asociación reversible de otras proteínas: las ciclinas.  Estas junto a las CDKs, son las 
mayores llaves de control para el ciclo celular, causando que la célula se mueva de G1 a 
S, o G2 a M. 
FPM (Factor Promotor de la Maduración):  incluye la CdK y ciclinas que desencadenan 
la progresión del ciclo celular.  
p53: Es una proteína que funciona bloqueando el ciclo celular si el ADN está dañado. Si 
el daño es severo esta proteína puede causar apoptosis. 
p27: Es una proteína que se une a ciclinas y CdK bloqueando la entrada en fase S.  
 
2.2. LA PROTEINA DEL RETINOBLASTOMA. 
  
  El estudio de la biología molecular de la proteína del retinoblastoma ha inducido la 
aparición de un nuevo concepto en el campo de la genética oncológica. El 
retinoblastoma es el prototipo de  tumor causado por la mutación de un gen supresor 
de tumores, el gen que sintetiza la proteína del retinoblastoma y que se halla en  el 
cromosoma 13 q14. 
   La proteína del retinoblastoma (Rb) es una fosfoproteína con afinidad por el DNA 
que se localiza en el núcleo celular. Contiene 928 aa con un peso molecular de 110Kd 
(88,89). 
V Parece ejercer su actividad supresora de tumores regulando la proliferación y 
la división celular. Inhibe la división celular uniéndose a factores de 
trascripción celular como E2F. Una vez que la proteína del Rb queda 
fosforilada, se inactiva quedando el E2F libre para ejercer su actividad 
favorecedora de la proliferación celular (90,91,92). 
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V Además de E2F, parece que la proteína del RB interactúa con un número de 
proteínas vitales que intervienen en la trasformación celular como el adenovirus 
E1A,(93) SV40 antígeno T,(94)  papilomavirus humano E7 (95) y virus EBNA-5 
Epstein-Barr (96,97). La unión de estas oncoproteínas virales a la proteína del 
retinoblastoma inactiva su actividad supresora de tumores, llevando a la célula 
a la trasformación y tumorogénesis.  
V Parece que existe una familia de factores “proteína del RB-like” como p107, 
p130, p300 que juegan un papel en la regulación del ciclo celular  similar 
(98,99,100). 
V Los ratones homocigotos alterados genéticamente para la mutación del gen del 
retinoblastoma mueren en el útero con un gran número de defectos del 
desarrollo que afectan al sistema nervioso y hematopoyético (101,102), 
sugiriéndose  así que la proteína del Rb es vital para el desarrollo. 
Curiosamente los ratones heterocigotos no parecen padecer retinoblastomas 
pero si tumores pituitarios (103,104). 
V La alteración en la síntesis de la proteína del RB parece ser un factor 
pronóstico en otras muchas formas de cáncer humano como vejiga, mama, 
testicular y sarcomas (105 a 120). 
 
 
2.3 EL GEN P27kip1 
 
   Se cree pues, que la fosforilación de la proteína del retinoblastoma es crucial en la 
progresión del ciclo de las células eucariotas. Su fosforilación es favorecida por las 
ciclinas y las quinasas dependientes de ciclinas (Cdks). En la fase G1 del ciclo celular, 
el complejo ciclina-Cdk son las ciclinas D (D1,D2 y D3)-Cdk4 o Cdk6 y la ciclina E-
Cdk2. La ciclina D se regula fundamentalmente por señales extracelulares, la ciclina E 
es ,al menos en parte, regulada por señales internas. La ciclina D actúa en tiempos  
 47
                                                                                                    Introducción. 
 
precoces de la fase G1 uniéndose y activando a Cdk4 y 6 e inicia la fosforilación e 
inactivación de la proteína  del RB. La ciclina E se asocia con Cdk2 y realiza la 
fosforilación a mitad de la fase G1 (121). La proteína del Rb es pues secuencialmente 
fosforilada anulándose así su influencia negativa sobre factores de transcripción como 
E2F y la Histona deacetilasa (122). De este proceso resulta un aumento de la 
trascripción de ciclinas D y E así como la progresión de la fase G1 a la S del ciclo 
celular. Este feed-back positivo llevado a cabo por la ciclina E-Cdk2 puede asegurar la 
completa fosforilación de la proteína del RB y la irreversible progresión del ciclo 
celular. (123). Incluso se ha demostrado que la sobrexpresión a la ciclina E puede, por 
si misma, hacer entrar a la célula en el ciclo celular ignorando el complejo proteína del 
RB-E2F (97).  
   Los complejos ciclina D-Cdk4 y –Cdk6 están sujetos a una regulación negativa tanto 
por InK4 como por las familias de inhibidores Cip/Kip, mientras que el complejo ciclina 
E-Cdk2 está negativamente regulado solo por la familia Cip/Kip. 
   Los inhibidores Cip/Kip como p21Cip/Walf, p27kip1 y p57kip2  trabajan pues sobre los 
complejos Ciclina D-Cdk4y6 y Ciclina E-Cdk2. Cuando los niveles de ciclina D aumentan, 
p27kip1  se balancea hacia esta, redistribuyéndose este desde E-Cdk2 hacia los 
complejos de la ciclina D, disminuyéndose así el influjo negativo de p27 sobre el 
complejo de la ciclina E y de alguna manera el complejo ciclina D-Cdk4 estimula al 
complejo E-Cdk2 al liberarlo de sus inhibidores (106,116). Además recientemente se 
ha demostrado como p21 y p27 activan a bajas concentraciones al complejo D-Cdk4 
facilitando su ensamblaje y posiblemente su traslocación nuclear. De esta forma los 
embriones de ratones a los que se les ha anulado la expresión de p21 y p27 muestran a 
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   Fig.-12. El complejo
fosforilado ciclina E-Cdk2 puede
ser completamente inhibido por la
familia de inhibidores Cip/Kip. En
este caso, p27kip1 se encuentra
unido al complejo ciclina-Cdk2
produciendo importantes cambios
en el lugar activo de la quinasa
trasformándolo en inactivo.  
   P27 también interactúa dentro de la ciclina, en el lugar de reconocimiento del 
sustrato secundario.  
   En conclusión, P27 es un importante inhibidor de los complejos “ciclinas-quinasas 
dependientes de ciclinas”, por lo que su papel es fundamental para enlentecer la 
entrada de la célula en el ciclo celular y controlar su mitosis. 
 
2.3.1 REGULACIÓN POR SEÑALES FISIOLÓGICAS. 
 
   Existen varios factores que inducen la detención del ciclo celular, y a su vez, 
aumentan los niveles de P27: TGFβ (Factor de crecimiento tumoral): Favorece la 
detención del ciclo celular en las células epiteliales. Lo que hace es estimular la 
síntesis y unión de la proteína P15 a D1/CDK4, con ello se produce un balanceo de P27 
en el sentido contrario al que hemos visto anteriormente con el aumento de 
concentración de ciclina D, en este caso P27 se desplaza  inhibiendo con mayor fuerza 
al complejo E/CDK2 lo que inducirá una mayor inhibición a la célula para su entrada en 
el ciclo celular (124-126).También aumenta los niveles de P27, la ausencia de 
interleuquina (124) o del inhibidor mediado por contacto N-Carderín (125,126). 
    La sobreexpresión del gen supresor de tumores PTEN conduce a la supresión de la 
proliferación celular al bloquear la progresión del ciclo celular, produciendo  un 
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aumento de los niveles de P27, un descenso de los niveles proteicos de ciclina D1 y la 
inhibición de la fosforilación de Akt (ver fuciones de PTEN más adelante) (127). 
   Algunos factores de crecimiento, por el contrario, provocan una rápido disminución 
de la expresión de P27. En las células del cáncer de mama, los estrógenos estimulan la 
progresión del ciclo celular al disminuir la expresión de P27 y P21 (128,129). La 
Interleuquina 2 produce un descenso de la expresión de P27 en los linfocitos T, 
permitiéndose la activación del CDK2 y facilitando la entrada de la célula en la fase S 
(130). La mitosis inducida por el oncogén Ras reduce la expresión de P27 (131,132). 
 
2.3.2 INTERACCIÓN DE P27kip1 CON DETERMINADAS 
ONCOPROTEINAS. 
 
      Los virus tumorales desarrollan ciertos mecanismos por los cuales disregulan el 
crecimiento celular normal. Los papilomavirus humanos (HPV) son responsables del 
carcinoma cervical y los productos de sus dos genes, E6 y E7, parecen ser las 
principales proteínas de la trasformación (133). Diferentes estudios sobre cultivos 
celulares han mostrado que la oncoproteína E7 de los HPV tipo 16 es capaz de 
neutralizar o ignorar los efectos enlentecedores  que sobre el ciclo celular producen 
los inhibidores de las ciclinas dependientes de quinasas, induciendo a las células 
malignas a la entrada en la fase S a pesar de la presencia de agentes 
antiproliferativos (134). Se ha comprobado que E7 puede antagonizar la capacidad de 
P27 para bloquear la unión de la ciclina E a la quinasa (135).  
   Recientemente se ha descrito un nuevo mecanismo por el cual las proteínas virales 
pueden superar los mecanismos de control de crecimiento celular. El herpes virus 
humano 8 (herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi), es capaz de codificar una 
ciclina que confiere resistencia al complejo CDK frente a sus inhibidores, se trata de 
la cilina K. Esta forma un complejo activo con CDK6 que resiste la acción de los 
inhibidores P16INK4A, P21 CIP1 y P27KIP1, al favorecer su fosforilación (136,137). 
 50
                                                                                                    Introducción. 
 
2.3.3 FUNCIÓN DE P27 kip1 EN LA APOPTOSIS. 
 
   La apoptosis en los tumores ha sido objeto de interesantes estudios en los últimos 
años. Un balance entre la proliferación celular, el secuestro del ciclo celular y la 
apoptosis, regulan el número de células en un tejido. Existen evidencias que sugieren 
que la apoptosis suele ocurrir cuando las células se encuentran en la fase G1 del ciclo 
(138). La primera sugerencia sobre que P27 podría jugar un papel en los procesos 
apoptóticos proviene de las observaciones obtenidas de la sobrexpresión de P27 
utilizando un sistema adenoviral en líneas celulares cancerosas (139).  Los Adenovirus 
recombinantes que sobrexpresan P27 inducen apoptosis y secuestro del ciclo celular y 
la pérdida de la actividad de la ciclina CDK en células de cáncer de mama humano 
(140). La aparición de fenómenos espontáneos de apoptosis “In vivo”, en algunos 
cánceres humanos con alta expresión de P27 es significativamente mayor a la 
detectada en cánceres con baja expresión de P27 (141).  
   En contraste a lo expuesto hasta ahora, otros autores han detectado un papel 
antiapoptótico de P27. En células carcinomatosas y en líneas celulares leucémicas, P27 
se ha comportado como un antagonista de la apoptosis inducida por fármacos 
(142,143,144,145).  
   Dando cabida a los dos grupos de teorías sobre el papel de P27 en la apoptosis, 
Dimanche-Boitrel y cols. publican los resultados de sus investigaciones en las que 
comprueban como la sobrexpresión de P27 en células HT29 de cáncer de colon humano 
hace decrecer la tumorogénesis. Sin embargo, esta sobrexpresión de P27, hacía a los 
tumores significativamente más resistentes a la apoptosis inducida por doxorubicina 
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2.4 LOS RATONES P27 kip1 KNOCKOUT 
    
2.4.1 FENOTIPO DE LOS RATONES P27 kip1 -/- KNOCKOUT. 
 
   En los ratones homocigotos P27-/- no se aprecia una mayor tasa de letalidad 
embrionaria. En el momento del nacimiento son indistinguibles de los ratones wildtype, 
sin embargo, a partir de la 4ª o 5ª semana de vida se evidencia en  muchos, aunque no 
en todos, un aumento de peso que se manifestará aún más con el aumento de la edad 
del animal. A pesar de su  mayor tamaño, estos mutantes P27-/- guardan unas 
proporciones adecuadas a excepción de un aumento en el volumen de la bolsa escrotal 
de los machos adultos. Esta diferencia de tamaño no es secundaria a la obesidad ya 
que la mayoría de los órganos guardan también un aumento proporcional al aumento 
global del tamaño. Existen sin embargo, algunos órganos que presentan un 
agrandamiento aún mayor al que cabría esperar por este aumento total y son el timo, 
bazo, testículos, ovarios, glándula pituitaria, glándula adrenal y próstata. Los niveles 
séricos de hormona del crecimiento en estos mutantes fue comparable a la hallada en 
otros ratones wildtype (147).  
-Alteraciones en el timo: En  las necropsias de los P27-/-, el timo se muestra 
agrandado globalmente y en ocasiones llega a cubrir totalmente el corazón, así mismo 
se encuentra igualmente aumentada la cantidad de timocitos. La histopatología 
muestra una arquitectura relativamente conservada. Se piensa que  un 97% de los 
timocitos mueren durante la selección (148), y la  responsable del agrandamiento del 
timo pudiera ser una menor sensibilidad a los procesos de apoptosis, (147).   
-Hiperplasia testicular y ovárica: Un examen macroscópico muestra un aumento del 
doble de tamaño para los testículos y ovarios de los ratones P27-/-. El estudio 
histopatológico, al igual que en el timo, no muestra grandes desestructuraciones a 
excepción de una remarcable hiperplasia. Los machos Knockout son fértiles indicando 
un desarrollo estructural y funcional normal de los espermatozoides, sin embargo, las 
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hembras mutantes son estériles. En ellas es posible detectar a partir de la cuarta 
semana de vida la presencia de folículos atípicos con hiperplasia de células granulosas, 
así mismo el endometrio y tejido intersticial intrauterino aparece hiperplásico, lo que 
sugiere una alta producción de estrógenos desde los folículos ováricos (147). 
-Alta incidencia de tumores pituitarios: Los ratones heterocigotos para la mutación 
del gen de la proteína del Rb, o los homocigotos quiméricos, pues como hemos visto 
anteriormente los homocigotos totales no son viables, tienen una alta predisposición a 
desarrollar tumores del lóbulo pituitario intermedio (149-151). Dada la conexión 
biológica entre P27 y la proteína del Rb, es lógico pensar que la glándula pituitaria 
pudiera estar afectada también en estos.  
   Los ratones P27 -/- muestran un desarrollo hiperplásico de la glándula, a las cuatro 
semanas de vida, el tamaño de esta es dos veces superior al de los ratones wildtype. El 
estudio histopatológico muestra una hiperplasia del lóbulo hipofisario intermedio, 
estructura vestigial en los humanos, mientras que los lóbulos anteriores y posteriores 
mantienen una arquitectura conservada. En la mitad de los ratones mutantes se 
encuentran tumores pituitarios, originados a las 12 semanas de vida desde el lóbulo 
intermedio, tumores que histológicamente pueden ser clasificados como “adenomas 
pituitario benignos” que no muestran tendencia a la invasión o metástasis al menos en 
los primeros siete meses de vida (147). 
 
2.4.2 MORFOLOGÍA RETINIANA EN RATONES P27 kip1 -/- KNOCKOUT. 
 
   Nakayama y cols (147) estudian la morfología y electrofisiología de las retinas de los 
ratones P27-/-. Los resultados de los estudios histopatológicos con microscopía óptica 
de estos ratones, mostraron una marcada desorganización de las capas celulares de la 
retina neural. La capa granular externa, compuesta por los núcleos de los 
fotorreceptores, invadía la capa de conos y bastones más allá de la membrana 
limitante externa (Fig.-13). 
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Fig.13.-  Secciones histológicas de las  retinas de dos ratones de 
P27+/+ (derecha) y P27 -/- (izquierda). En la figura de la izquier
rosetas formadas por la penetración de los núcleos de los recept
conos y bastones.  (Nakayama y cols.; 1996). Abreviaturas CG
ganglionares, PI: plexiforme interna, GI: granular interna, PE: plexif
granular externa, MLE: membrana limitante externa, F: fotorrecep
pigmentario de la retina.  
 
   La membrana limitante externa era irregular y poco reconocible e
granular interna presentaba un aumento en el número de células am
de soporte de Müller así como desorganización de la malla de f
epitelio pigmentario se mostraba engrosado y las células que lo co
tamaño.  
   En cuanto a la electrofisiología de las retinas de 
electrorretinogramas realizados mostraban la existencia de dos ond
principalmente por los fotorreceptores y la “b” generada por la cé
electrorretinogramas de los P27-/- mostraron una reducción dos v
onda “a” y “b” a la hallada en los ratones wildtype y estas alte
marcadas según correspondieran a los animales con alteraciones má
histología. 
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              3. El modelo PTEN Knockout 
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3.1 IDENTIFICACIÓN Y FUNCIÓN DEL PTEN. 
 
   En 1997, dos grupos de investigación, del Columbia University Cancer Center y del 
MD Anderson Cancer Center identificaron un nuevo gen supresor de tumores: 
PTEN/MMAC1 (phosphatase and tensin homologue deleted from chromosome ten/ 
mutated in multiple advanced cancers) (152,153), cuya inactivación puede producir la  
progresión maligna en tumores de mama, próstata y cerebro. El gen PTEN se localiza 
en el locus cromosómico 10q23. Su cDNA codifica una proteína de 403 aminoácidos y 
47KD. 
   PTEN es una proteína citoplasmática observable mediante inmunofluorescencia 
(154,155). Al ser una fosfatasa lipídica, actúa con su diana, el PIP3 
(phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate). PIP3 es un mensajero interno para ciertos 
estimuladores del crecimiento celular como insulina y el factor de crecimiento 
epidérmico (EGF). La unión de estas moléculas a sus receptores de la membrana 
celular activa una enzima que genera PIP3 mediante la adición de un tercer fosfato a 
su predecesor, PIP2. PIP3 activa otras kinasas, y éstas hacen que la célula entre en el 
ciclo celular progresando en él, e impidiendo la iniciación del programa de apoptosis. 
PTEN, como fosfatasa que es, puede retirar el fosfato de PIP3, frenándose así la 
señal de crecimiento celular (156) Fig. 14.- 
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Fig.14.- La anulación del gen PTEN en
cultivos celulares, sobre células madre
induce un aumento de la división celular al
quedar inhibida la capacidad de este gen
para inducir al secuestro celular en las fases
iniciales de la mitosis, así como también su
capacidad de inducción de apoptosis. (de LI
DM, SUN H; 1998). 
   Se han identificado algunas delecciones y mutaciones del  gen PTEN en una larga 
lista de tumores que incluyen glioblastomas y cánceres de endometrio o de próstata. 
Los ratones heterocigotos para una mutación que inactiva uno de los dos genes PTEN 
desarrollan procesos de hiperplasia y displasia y una alta incidencia de tumores 
espontáneos de diversos orígenes histológicos (157-159). 
    
3.1.2 UNA FOSFATASA “PEREZOSA”. 
 
   PTEN contiene un dominio de protein-tirosín-fosfatasa con funciones semejantes a 
la “fosfatasa de especificidad dual” que es capaz de desfosforilar tanto la tirosina 
como la serina/treonina residuales. Sin embargo PTEN es una proteín-fosfatasa 
inactiva in vitro, pero  muy activa frente a sustratos altamente ácidos, lo que sugiere 
que el sustrato de PTEN pudieran no ser las proteínas sino el fosfatidinositol [3,4,5]-
trifosfato (PIP-3) como parece probado (160). 
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3.1.3 APOPTOSIS Y CONTROL DEL CICLO CELULAR. 
 
   El descubrimiento del PIP-3 como el principal sustrato de PTEN, hizo comprensible 
su actuación en determinadas vías del ciclo celular. (Fig. 15). 
    
Fig.15.- Papel de PTEN en el control celular, muerte y proliferación: La activación de 
la quinasa PIP-3 por el factor de crecimiento o la matriz extracelular, inicia la síntesis 
del PIP3, el cual a su vez puede ser desfosforilado por PTEN, pasando a 
fosfatidilinositol (4,5)-difosfato (PIP2). La Akt que se une a PIP-3 queda fosforilada y  
activada. En ausencia de PTEN, la Akt activada fosforila e inactiva a los FKHR 
(forkhead), familia de factores de trascripción, a la proteína proaptótica BAD y 
Caspase-9, y bloquea la liberación del citocromo c y la apoptosis dependiente de FAS 
por mecanismos aún desconocidos. El resultado de todo esto es la protección celular 
frente a determinados estímulos apoptóticos. Por otro lado, la activación de Akt, 
también disminuye los niveles de P27 e inactiva GSK-3, resultando esto en una 
estabilización de las ciclinas D1 y produciéndose así un incremento en la proliferación 
celular. PTEN debe interactuar de algún modo aún desconocido, en la desfosforilación 
de los factores FAK y Shc, disminuyéndose de esta manera la separación y motilidad 
celular al disminuirse la adhesión focal y las señales de la quinasa MAP (Di Cristofano 
and Pandolfi; 1998). 
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   Los niveles de PIP-3  son bajos en las células en reposo pero rápidamente aumentan 
sus niveles tras la activación de la quinasa PIP-3 por los  factores de crecimiento. La 
acumulación del PIP-3 en la membrana celular facilita la unión de este a proteínas, 
entre ellas Akt. La activación de la Akt es un conocido mecanismo de supervivencia, la 
cual ejercita una importante actividad antiapoptótica al impedir la liberación del 
citocromo-c de la mitocondria e inactivar los factores de transcripción FKHR, de los 
cuales se sabe que inducen la expresión de los genes cruciales para el inicio de la 
apoptosis. Además, Akt fosforila e inactiva los factores proapoptóticos BAD y 
caspase-9 (161).  
   De todo lo visto hasta el momento, se desprende que, la función de PTEN es 
mantener bajos los niveles de PIP-3. De la pérdida de la función de PTEN resulta un 
incremento de la concentración de PIP-3 y por lo tanto la hiperactivación de Akt,  
protegiendo a la célula de la apoptosis y facilitando su entrada en el ciclo celular 
(162).  
   La sobreexpresión de PTEN en gliomas y cánceres de mama produce la inactivación 
de Akt y la inducción del proceso de apoptosis por una determinada vía conocida como 
“anoikis”, la cual consiste en la inducción a la apoptosis iniciada tras la separación de la 
célula de la matriz extracelular. De esta forma, el papel de PTEN  sobre el control de 
la “anoikis”  es particularmente relevante porque las mutaciones PTEN se asocian 
frecuentemente a tumores con gran capacidad metastática (163).  
 
3.1.4 RELACIÓN ENTRE PTEN Y P27 kip1. 
 
   También  la sobreexpresión de PTEN en determinadas variedades de líneas celulares 
cancerosas ha permitido ampliar más el conocimiento de su función en el ciclo celular y 
la supresión de tumores. Así en ausencia de estímulos apoptóticos externos y en 
presencia de factores de crecimiento, la restauración del gen PTEN de células 
wildtype en líneas celulares PTEN -/- incluyendo a glioblastomas y células cancerosas 
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de riñón y mama, produce la inmediata detención del ciclo celular en la fase G1 (164). 
Esta detención en la fase G1 se realiza por la influencia positiva que PTEN realiza 
sobre P27, que a su vez inhibía la fosforilación sobre la proteína del retinoblastoma, 
como ya estudiamos en el anterior modelo experimental P27-/-. Por tanto, los niveles 
de la proteína P27 se reducen en células PTEN -/- (165), y además se ha comprobado 
como PTEN no induce la detención del ciclo celular en la fase G1 en líneas celulares 
Rb-/- (Knockout para el gen del retinoblastoma) hasta que esta proteína es trasferida 
(166). En relación con esto,  se vio como la sobreexpresión de PTEN en determinadas 
líneas celulares cancerosas de glioblastoma (LN229), no inducía la detención del ciclo 
celular, pensándose que en este caso debe existir también alguna alteración en la vía 
de la fosforilación de la proteína del Rb. 
   Por otro lado Di Cristofano y cols. (167) demuestran la cooperación entre PTEN y 
P27 en el cáncer prostático a partir de un modelo de ratón doble Knockout para estos 
dos genes.  
 
3.1.5 PTEN, ¿DETENCIÓN DEL CICLO CELULAR O APOPTOSIS?. 
 
   De los diferentes estudios sobre líneas cancerosas celulares, parece deducirse que 
en ausencia de estímulos apoptóticos concretos, como el “despegamiento entre las 
células”, FAS,...PTEN ejerce su poder supresor al menos inicialmente a través de su 
capacidad de secuestro celular en la fase G1. En determinados modelos, PTEN puede 
inducir al proceso de apoptosis tras el secuestro en la fase G1 como consecuencia de 
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3.2 RATONES  KNOCKOUT PTEN -/-. 
    
   Los ratones PTEN knockout revelan un papel fundamental de este gen en el 
desarrollo embrionario. Así la completa inactivación del gen trae como consecuencia la 
muerte del embrión entre los días 6 y 9 postcoito. Las células madre embrionarias 
muestran una profunda alteración en la capacidad de diferenciación hacia cuerpos 
embrionarios in vitro. El estudio de los embriones mutantes muestra una pobre 
organización del ectodermo y mesodermo y un sobrecrecimiento de las regiones 
cefálica y caudal con patrones de crecimiento aberrantes. Sin embargo, sigue sin 
estar claro qué línea primaria de diferenciación es disregulada tras la mutación PTEN. 
Tampoco está claro si la diferenciación celular aberrante contribuye a la 
trasformación neoplásica en tumores mutantes PTEN. (157,158). 
 
3.3. RATONES  KNOCKOUT PTEN +/-.  
 
   Los ratones mutantes heterocigotos PTEN muestran a partir de los 6 meses lesiones 
semejantes a las observadas en el síndrome de Cowden en los humanos. El 50% de 
estos ratones hembras desarrollan cánceres de mama, prácticamente en el 100% 
aparecieron hiperplasias endometriales y de ellos el 22% evolucionó a cáncer. También 
es frecuente observar hamartomas dispersos a lo largo del tracto gastrointestinal así 
como neoplasias adrenales y prostáticas. El modelo experimental PTEN +/- brinda pues 
una herramienta inmejorable para  el estudio de los síndromes  asociados a 
hamartomas así como del papel de PTEN en la carcinogénesis de mama y endometrio 
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3.4 OFTALMOLOGÍA Y PTEN. DESARROLLO DEL OJO EN UN MODELO 
EXPERIMENTAL DE DROSOPHILA. 
 
   He Huang y cols. (170) estudian el efecto de la anulación y sobreexpresión del gen 
PTEN sobre el ojo de la mosca Drosophila, llegando a las siguientes conclusiones: 
 
   -La pérdida de la función del gen PTEN de la mosca, afecta al tamaño aunque no al 
patrón evolutivo y estructural del ojo en desarrollo. Desarrollan un modelo quimérico 
de mosca donde en diferentes grupos celulares se les suprime la funcionalidad de 
PTEN por medio de radiación. De esta forma obtienen insectos con ojos quiméricos 
que poseen ommatidias (cada una de las 700 unidades individuales de las que se 
compone el ojo de este insecto y que contienen idénticas cantidades de 
fotorreceptores y células accesorias) con una carga genética completa y otras con la 
mutación de PTEN. Los autores demuestran como las ommatidias mutantes presentan 
un tamaño mayor que sus vecinas normales, sin embargo el estudio microscópico de las 
secciones reveló en las ommatidias mutantes una composición y orientación de los 
fotorreceptores normales, aún con un aumento de su tamaño y la presencia de 
estructuras vacuolares.  
     
  -La sobreexpresión del gen PTEN inhibe la proliferación celular durante el desarrollo 
ocular: Los autores sobreexpresan el gen PTEN durante el desarrollo ocular, para ello 
utilizan un sistema de sobreexpresión génico descrito por Brand y Perrimon (171). El 
resultado es la comprobación final de una espectacular reducción en el tamaño del 
disco ocular, hasta el punto de que si aumentaba considerablemente la expresión de 
este gen se llegaba incluso a casos de anoftalmia. Además, concluyen los autores que 
esta reducción en el tamaño es consecuencia del efecto sobre la inhibición de la 
proliferación celular impuesta por PTEN más que por un fallo en su diferenciación. Así 
comprobaron como en estos ojos, siendo su tamaño mucho menor, presentaban todos 
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los tipos de células fotorreceptoras, regularidad del Epitelio Pigmentario y una 
diferenciación neural conservada en la región retroocular. 
 




Fig.17.- La sobreexpresión del gen PTEN produce la disminución en el tamaño del disco 
ocular (b) al compararlo con los ojos wildtype (a) o incluso la anoftalmia (c). He Huang y 
cols. ; 1999.  
 
3.5 SÍNDROMES HUMANOS ASOCIADOS A LA ALTERACIÓN DE PTEN. 
 
 Síndrome de Cowden 
 
   También llamado “Síndrome de múltiples hamartomas”, fue descrito por primera vez 
por Lloyd y Dennis en 1963 y puede ser considerado parte de otras enfermedades 
sistémicas hamartomatosas como la esclerosis tuberosa o el Von-Hippel-Lindau. Los 
hamartomas son por definición tumores benignos o proliferaciones de células o tejidos 
maduros en sus lugares originarios en contraposición a los coristomas.  
   El síndrome de Cowden es una enfermedad genética rara, de herencia autosómica 
dominante y causada por un defecto en el gen supresor de tumores PTEN.  
   Su cuadro clínico se caracteriza por: Afectación idéntica sobre varones y mujeres. 
Edad de detección entre la 1ª y 3ª década de la vida. Presencia de hamartomas 
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cutáneos y en mucosa, tracto gastrointestinal, hueso, SNC, etc..., cáncer de  mama, 
cáncer tiroideo, hiperplasia gingival y papilomatosis perioral (172). En oftalmología se 
ha asociado a miopía, cataratas, estrías angioides, uveítis y glaucoma (173).     
 
Síndrome de Bannayan.    
 
   Síndrome de herencia autosómica dominante. Muy cercano al Cowden, junto a 
múltiples hamartomas se caracteriza por la presencia de macrocefalia, e hipotonía 
muscular. Los hamartomas crecen a modo de pólipos intestinales, lipomas subcutáneos 
y viscerales, así como malformaciones vasculares frecuentes. La base genética de este 
síndrome está también ligado a una alteración del gen PTEN (174). 
 
Enfermedad de Lhermitte-Duclos. 
 
También muy cercana al síndrome de Cowden, se caracteriza por la presencia de 
hamartomas cerebrales y por el sobrecrecimiento de células granulares 
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MATERIAL Y METODOS. 
 
   En este apartado describiremos la procedencia de los animales de experimentación, 
sus características en cuanto a peso y niveles séricos de colesterol y triglicéridos, la 
descripción de los medios  e instrumental empleado, así como los protocolos en cada 
uno de los ensayos efectuados y los métodos de obtención y procesamiento de los 
datos. 
 
ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN. 
 
   Para llevar a cabo este trabajo experimental se han empleado un total de 200  
ratones divididos en cinco grupos experimentales:  
- Grupo control, compuesto por ratones wildtype y cuya denominación a lo largo 
del trabajo será “CONTROL”. 
- Grupo ApoE Knockout, formado por ratones homocigotos -/- para el gen ApoE y 
cuya denominación de ahora y en adelante será “Apo E”. 
- Grupo ApoE Knockout, formado por ratones homocigotos -/- que además han 
sido alimentados con una dieta hipercolesterolémica y que llamaremos  “ApoE + 
D”. 
- Grupo PTEN Knockout, formado por ratones heterocigotos -/+, dada la no 
viabilidad de los homocigotos y cuyo nombre será “PTEN” 
-  Por último contaremos con un grupo P27 Knockout formado por ratones 
homocigotos -/- para el gen P27 y se denominará grupo “P27”. 
   Además para facilitar la rápida identificación de cada uno de los grupos en las tablas 
y gráficas que mostraremos a lo largo de esta tesis, hemos asignado a cada grupo un 
color, configurando entre ellos un “código de colores” identificativo y que 
mostraremos a continuación. 
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Fig. 17.- Código de colores identificativo de cada grupo del estudio. 
   Todos los ratones procedieron del estabulario del Instituto de Biomedicina del 
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (Valencia), donde fueron cedidos por 
el departamento de biología vascular. Cada uno de los animales fue utilizado también, y 
una vez sacrificados, para estudios de investigación llevados a cabo por ese 
departamento, respetándose siempre la cabeza de los ratones que nos fue 
proporcionada para el desarrollo de este proyecto de  tesis. El trabajo de genotipado 
por análisis “PCR”  de las camadas fue llevado a cabo por los  Drs. Díez-Juan y V. 
Andrés, del citado departamento. 
   Los animales crecieron en condiciones constantes de luz y oscuridad, temperatura, 
humedad, etc..Todos los experimentos se efectuaron de acuerdo a la normativa 
vigente (European Communities Council Directive of November 24th, 1986, 
86/609/EEC), con el fin de minimizar el sufrimiento animal y reducir el número de 
animales sacrificados. Todos ellos dispusieron de  alimentos  y agua “ad libitum”.  
   Los ratones pertenecientes al grupo ApoE y ApoE+D procedían de la cepa 
C57BL/6X129Sv de J Osada, (Zaragoza) y fueron genotipados previamente para su 
estudio. Dado el doble efecto que sufren estos ratones, por un lado su alteración 
genética y por otro los altos niveles de colesterol y triglicéridos, nos planteamos en 
nuestro trabajo introducir un grupo de ratones ApoE que presentaran niveles aún más 
altos de lípidos con el fin de tratar de hallar diferencias significativas entre estos 
dos grupos ApoE -/- y que nos orientaran, en cierto modo, a atribuir la responsabilidad 
de las alteraciones halladas más a su hiperlipidemia que a la no expresión de ApoE.  A 
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tal fin alimentamos al grupo de ratones ApoE+D con una dieta hipercolesterolémica  
(colesterol 1.25٪, grasa 15.8٪. TD 88051, Harlan/Teklad, Madison, WI). Las muestras 
de  sangre para la determinación de colesterol y triglicéridos plasmáticos se obtuvo 
de las colas de los ratones y fueron procesadas por métodos enzimáticos (Sigma, St. 
Louis, MO). 
   
Dieta Harlan!Teklad, TD 88051 
Purina Mouse Chow 750 g/kg 
Casein, High protein 75 g/kg 
Dextrose, monohydrate 25 g/kg 
Sucrose 16,25 g/kg 
Dextrin 16,25 g/kg 
Cocoa Butter 75 g/kg 
Cholesterol 12,5 g/kg 
Sodium Cholate 5 g/kg 
Cellulose (fiber) 12,5 g/kg 
Mineral Mix 8,75 g/kg 
Vitamin Mix 2.5 g/kg 
Choline Chloride 1.25 g/kg 
Tabla 2.- Dieta hipercolesterolémica 
utilizada en el grupo ApoE+D. 
   
 
   Los ratones del grupo PTEN fueron cedidos por Pier Paolo Pandolfi, y procedían  de 
la cepa  C57BL/6J. 
   Los ratones del grupo P27, de la cepa C57BL/6, provistos por Serrano (Madrid), 
eran heterocigotos para la mutación P27 –/+, dado que las hembras homocigotas de 
este grupo son estériles. Así se fueron apareando machos homocigotos con hembras 
heterocigotas. Cada camada tuvo que ser genotipada por análisis de “PCR” para 
identificar a los individuos homocigotos, incluyéndolos en el estudio y rechazando a los 
heterocigotos.    
   A continuación mostraremos cinco tablas (Tablas 3,4,5,6,7) en las que quedan 
reflejadas, por grupos, las características de cada uno de los ejemplares utilizados. 
En la primera columna figura el número identificativo de cada animal, al que haremos 
referencia posteriormente cuando  utilicemos un animal en concreto para  algún 
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experimento. En las columnas siguientes figura la edad, sexo y peso de cada ratón. 
Adicionalmente, en los grupos Control, ApoE y ApoE+D se muestran los niveles séricos 
de colesterol y triglicéridos (mg/dl). En la columna de la derecha de cada tabla consta 
el experimento para el que se utilizó al animal: MO y ME corresponden a las 
observaciones realizadas bajo microscopía óptica o electrónica, INMUNOS hace 
referencia a las técnicas de inmunocitoquímica, ESCAPE corresponde a los animales 
que fueron sometidos al “test de escape”  y por último, “western-blot” al estudio de 
















001 5 m. ♂ 28.6 118 45 MO y ME 
002 5 m. ♂ 29 117 44 MO y ME 
003 5 m. ♂ 26 121 42 MO y ME 
004 5 m. ♂ 27.7 124 55 MO y ME 
005 5 m. ♂ 28.6 123 61 MO y ME 
006 5 m. ♂ 26 112 42 MO y ME 
007 5 m. ♂ 29 111 49 MO y ME 
008 5 m. ♂ 27.5 121 51 MO y ME 
009 5 m. ♂ 26.5 98 53 MO y ME 
010 5 m. ♂ 28.1 121 43 MO y ME 
011 5 m. ♂ 26 117 44 MO y ME 
012 5 m. ♂ 25.5 109 48 MO y ME 
013 5 m. ♂ 26.2 112 51 MO y ME 
014 5 m. ♂ 24 124 43 MO y ME 
015 4 m. ♂ 26.5 112 44 MO y ME 
016 4 m. ♂ 26.4 114 42 INMUNOS 
017 4 m. ♂ 26.7 126 47 INMUNOS 
018 4 m. ♂ 26.8 118 43 INMUNOS 
019 5 m. ♂ 27.5 114 46 INMUNOS 
020 5 m. ♂ 26.5 121 51 INMUNOS 
021 5 m. ♂ 26.7 119 53 INMUNOS 
022 5 m. ♂ 27.6 126 49 INMUNOS 
023 5 m ♂ 28.1 119 42 ESCAPE 
024 5 m ♂ 27.6 123 61 ESCAPE 
025 5 m ♂ 27 117 45 ESCAPE 
026 4 m ♂ 26.5 126 43 ESCAPE 
027 5 m ♂ 30 117 48 ESCAPE 
028 5 m ♂ 26.7 114 51 ESCAPE 
029 5 m ♂ 24.5 118 52 Western-Blot 
030 5 m ♂ 27.3 128 52 Western-Blot 
031 5 m ♂ 26.7 97 42 Western-Blot 
032 5 m ♂ 28.3 119 44 Western-Blot 
033 4 m ♂ 27.2 108 42 Western-Blot 
034 4 m ♂ 28.1 129 46 Western-Blot 
035 5 m ♂ 26.9 131 49 Western-Blot 
036 5 m ♀ 22 101 50 Western-Blot 
037 5 m ♀ 21 132 46 Western-Blot 
038 5 m ♀ 23.4 121 48 Western-Blot 
039 5 m ♀ 23 111 43 Western-Blot 






































Tabla 3.- Descripción de los animales del grupo Control. 
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001 5 m. ♂ 28,6 298 70 MO y ME 
002 5 m. ♂ 29 304 68 MO y ME 
003 5 m. ♂ 26 287 74 MO y ME 
004 5 m. ♂ 27.7 312 65 MO y ME 
005 5 m. ♂ 31 309 71 MO y ME 
006 5 m. ♂ 27,1 302 70 MO y ME 
007 5 m. ♂ 27,6 298 84 MO y ME 
008 5 m. ♂ 31,9 301 59 MO y ME 
009 5 m. ♂ 31,3 295 61 MO y ME 
010 5 m. ♂ 27,1 287 71 MO y ME 
011 5 m. ♂ 27,6 342 74 MO y ME 
012 5 m. ♂ 31,9 267 79 MO y ME 
013 5 m. ♂ 26,5 297 72 MO y ME 
014 5 m. ♂ 26,9 298 74 MO y ME 
015 4 m. ♂ 24,9 231 67 MO y ME 
016 4 m. ♂ 23,4 321 59 INMUNOS 
017 4 m. ♂ 27,1 323 69 INMUNOS 
018 4 m. ♂ 25,6 312 62 INMUNOS 
019 5 m. ♂ 23,5 321 64 INMUNOS 
020 5 m. ♂ 22.6 387 65 INMUNOS 
021 5 m. ♂ 27,5 312 74 INMUNOS 
022 5 m. ♂ 24.3 321 79 INMUNOS 
023 5 m ♂ 26,5 215 72 ESCAPE 
024 5 m ♂ 26 245 75 ESCAPE 
025 5 m ♂ 27 287 73 ESCAPE 
026 4 m ♂ 28,3 231 68 ESCAPE 
027 5 m ♂ 28,5 275 64 ESCAPE 
028 5 m ♂ 26,5 279 65 ESCAPE 
029 5 m ♂ 24,4 321 71 Western-Blot 
030 5 m ♂ 28,5 309 75 Western-Blot 
031 5 m ♂ 29,2 310 74 Western-Blot 
032 5 m ♂ 25,6 321 73 Western-Blot 
033 4 m ♂ 28,5 305 71 Western-Blot 
034 4 m ♂ 26,5 312 74 Western-Blot 
035 5 m ♂ 27,4 301 73 Western-Blot 
036 5 m ♀ 23,3 245 74 Western-Blot 
037 5 m ♀ 22,5 267 65 Western-Blot 
038 5 m ♀ 26,4 298 64 Western-Blot 
039 5 m ♀ 21,1 276 66 Western-Blot 





































Tabla 4.- Descripción de los animales del grupo ApoE. 
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001 5 m. ♂ 25 1543 521 MO y ME 
002 5 m. ♂ 25,5 1678 543 MO y ME 
003 5 m. ♂ 30,4 1567 574 MO y ME 
004 5 m. ♂ 26,1 1587 543 MO y ME 
005 5 m. ♂ 26,3 1543 523 MO y ME 
006 5 m. ♂ 24,7 1698 609 MO y ME 
007 5 m. ♂ 26,1 1589 479 MO y ME 
008 5 m. ♂ 25,8 1583 532 MO y ME 
009 5 m. ♂ 24,4 1648 587 MO y ME 
010 5 m. ♂ 24,3 1634 532 MO y ME 
011 5 m. ♂ 24,7 1522 543 MO y ME 
012 5 m. ♂ 25,2 1698 598 MO y ME 
013 5 m. ♂ 25,9 1732 523 MO y ME 
014 5 m. ♂ 26,8 1548 467 MO y ME 
015 4 m. ♂ 25,9 1687 654 MO y ME 
016 4 m. ♂ 24,5 1698 523 INMUNOS 
017 4 m. ♂ 25,5 1673 587 INMUNOS 
018 4 m. ♂ 24,4 1787 578 INMUNOS 
019 5 m. ♂ 25,4 1537 598 INMUNOS 
020 5 m. ♂ 26,1 1587 538 INMUNOS 
021 5 m. ♂ 27,3 1698 530 INMUNOS 
022 5 m. ♂ 26,4 1698 467 INMUNOS 
023 5 m ♂ 24,7 1673 423 ESCAPE 
024 5 m ♂ 25,1 1764 543 ESCAPE 
025 5 m ♂ 24,9 1654 533 ESCAPE 
026 4 m ♂ 24,6 1795 547 ESCAPE 
027 5 m ♂ 24,8 1641 675 ESCAPE 
028 5 m ♂ 25,7 1765 654 ESCAPE 
029 5 m ♂ 26,7 1654 543 Western-Blot 
030 5 m ♂ 25,9 1683 537 Western-Blot 
031 5 m ♂ 25,9 1721 573 Western-Blot 
032 5 m ♂ 23,9 1643 593 Western-Blot 
033 4 m ♂ 29,7 1733 547 Western-Blot 
034 4 m ♂ 26,7 1722 436 Western-Blot 
035 5 m ♂ 26,7 1543 576 Western-Blot 
036 5 m ♀ 27,1 1546 587 Western-Blot 
037 5 m ♀ 23 1622 536 Western-Blot 
038 5 m ♀ 22,1 1723 537 Western-Blot 
039 5 m ♀ 19,7 1678 587 Western-Blot 





































Tabla 5.- Descripción de los animales del grupo ApoE+D. 
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001 5 m. ♂ 30 MO y ME 
002 5 m. ♂ 28,2 MO y ME 
003 5 m. ♂ 29,8 MO y ME 
004 5 m. ♂ 29,8 MO y ME 
005 5 m. ♂ 28,9 MO y ME 
006 5 m. ♂ 28,7 MO y ME 
007 5 m. ♂ 28,6 MO y ME 
008 5 m. ♂ 29,2 MO y ME 
009 5 m. ♂ 29,5 MO y ME 
010 5 m. ♂ 29,9 MO y ME 
011 5 m. ♂ 28,3 MO y ME 
012 5 m. ♂ 29,5 MO y ME 
013 5 m. ♂ 29,9 MO y ME 
014 5 m. ♂ 28,4 MO y ME 
015 4 m. ♂ 28,6 MO y ME 
016 4 m. ♂ 28,5 INMUNOS 
017 4 m. ♂ 29,7 INMUNOS 
018 4 m. ♂ 29,5 INMUNOS 
019 5 m. ♂ 31,4 INMUNOS 
020 5 m. ♂ 30,8 INMUNOS 
021 5 m. ♂ 29,5 INMUNOS 
022 5 m. ♂ 30,3 INMUNOS 
023 5 m ♂ 31,3 ESCAPE 
024 5 m ♂ 29,2 ESCAPE 
025 5 m ♂ 28,8 ESCAPE 
026 4 m ♂ 28,4 ESCAPE 
027 5 m ♂ 29,6 ESCAPE 
028 5 m ♂ 27,8 ESCAPE 
029 5 m ♂ 29,36 Western-Blot 
030 5 m ♂ 3 Western-Blot 
031 5 m ♂ 29,5 Western-Blot 
032 5 m ♂ 30,8 Western-Blot 
033 4 m ♂ 28,6 Western-Blot 
034 4 m ♂ 28,5 Western-Blot 
035 5 m ♂ 28,4 Western-Blot 
036 5 m ♀ 26,3 Western-Blot 
037 5 m ♀ 25,5 Western-Blot 
038 5 m ♀ 27,9 Western-Blot 
039 5 m ♀ 26,2 Western-Blot 







001 5 m. ♂ 32,8 MO y ME 
002 5 m. ♂ 31,4 MO y ME 
003 5 m. ♂ 31,5 MO y ME 
004 5 m. ♂ 30,2 MO y ME 
005 5 m. ♂ 30,3 MO y ME 
006 5 m. ♂ 31,8 MO y ME 
007 5 m. ♂ 31,6 MO y ME 
008 5 m. ♂ 32,6 MO y ME 
009 5 m. ♂ 31,4 MO y ME 
010 5 m. ♂ 32,3 MO y ME 
011 5 m. ♂ 31,3 MO y ME 
012 5 m. ♂ 32,1 MO y ME 
013 5 m. ♂ 30,4 MO y ME 
014 5 m. ♂ 28,9 MO y ME 
015 4 m. ♂ 29,9 MO y ME 
016 4 m. ♂ 29,7 INMUNOS 
017 4 m. ♂ 30,3 INMUNOS 
018 4 m. ♂ 31,9 INMUNOS 
019 5 m. ♂ 32,9 INMUNOS 
020 5 m. ♂ 33 INMUNOS 
021 5 m. ♂ 32,8 INMUNOS 
022 5 m. ♂ 32,9 INMUNOS 
023 5 m ♂ 28,6 ESCAPE 
024 5 m ♂ 32 ESCAPE 
025 5 m ♂ 31,9 ESCAPE 
026 4 m ♂ 27,5 ESCAPE 
027 5 m ♂ 27,6 ESCAPE 
028 5 m ♂ 27,4 ESCAPE 
029 5 m ♂ 29,5 Western-Blot 
030 5 m ♂ 28,4 Western-Blot 
031 5 m ♂ 29,2 Western-Blot 
032 5 m ♂ 32,3 Western-Blot 
033 4 m ♂ 32,1 Western-Blot 
034 4 m ♂ 31,6 Western-Blot 
035 5 m ♂ 31,4 Western-Blot 
036 5 m ♀ 28,9 Western-Blot 
037 5 m ♀ 26,8 Western-Blot 
038 5 m ♀ 28,9 Western-Blot 
039 5 m ♀ 28,4 Western-Blot 
040 5 m ♀ 27,8 Western-Blot 
Tabla 7.- Descripción de los 
animales del grupo P27.                 
Tabla 6.- Descripción de los 
animales del grupo ATEN.                
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OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS. 
 
   Las muestras de los globos oculares y nervios ópticos se obtuvieron tras anestesiar 
a los ratones en cámara de éter, posteriormente eran sacrificados por medio de una 
guillotina e inmediatamente extraíamos los globos oculares bajo control con lupa de 
grandes aumentos. 
   El párpado del animal ya sacrificado era abierto y por medio de unas pinzas curvas, 
que deslizábamos hasta la región retrobulbar, el globo ocular era luxado obteniéndose 
una muestra que contenía el propio globo y el nervio óptico correspondiente a la  
región intraorbitaria, (Fig.- 18A). Posteriormente, los globos eran separados de los 
nervios ópticos, aislando cuidadosamente algunos restos de grasa orbitaria que 
pudiera quedar adherida (Fig.- 18B). En las córneas de los globos oculares realizamos 
una amplia paracentesis con un cuchillete quirúrgico de 15º a fin de facilitar el 








Fig. 18.- A: Extracción por luxación del globo ocular y nervio óptico. B:
Separación de globo ocular y nervio. C: Paracentesis corneal para facilitar la
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PROCESAMIENTO DE LOS GLOBOS OCULARES PARA MICROSCOPÍA 
CTRÓNICA DE TRANSMISIÓN.  ÓPTICA Y ELE
     
   El protocolo se basa en la fijación en una solución de glutaraldehido y formaldehido 
y posterior inclusión en una resina epoxi alifática, el EPON 812, que tiene un WPE de 
145 a 160 y densidad de 1.22-1.15 g/ml, menor que la araldita y esto le permite mayor 
conservación y le confiere una mejor visualización combinando con el tetraóxido de 
osmio. Los pasos son los que siguen: 
1.- Enucleación del globo ocular, limpieza del mismo, disección cuidadosa de restos de 
inserciones musculares, conjuntiva, etc y sección del nervio óptico retrobulbar. Lavado 
en tampón cacodilato 0.1M pH 7.4 frío. (3 lavados de 5 minutos cada uno, conservando 
la muestra en nevera a 4ºC). 
2.- Fijación del globo ocular completo o nervio óptico, en una solución de 
glutaraldehido 2% (glutaraldehido ultrapure tem grade 25%) y formaldehido 3% 
(formaldehido ultrapure tem grade 16%) en tampón cacodilato 0.1M y pH 7.4 durante 
media hora. Posteriormente seguir fijándolo en la misma solución durante 90 minutos 
más moviendo constantemente. La muestra se conservó en nevera a 4°C. 
3.- Sumergir el globo ocular en tampón cacodilato 0.1M y pH 7.4 frío y efectuar 3 
lavados de lO minutos cada uno, conservando en nevera a 4°C. En el último lavado la 
muestra puede quedar almacenada en tampón en la nevera hasta su utilización. 
4.- Osmización mediante introducción del casquete de globo ocular o nervio óptico en 
una solución de tetraóxido de osmio (1.0% OsO4) en agua bidestilada, conteniendo 
ferricianuro potásico (1% FeCnK) y mantenerla durante 60 minutos en nevera a 4°C y 
en completa oscuridad. A los 30 minutos, sin mostrarlos a la luz, agitar levemente las 
muestras en la solución de tinción. Si se precisan piezas más pequeñas se puede 
proceder a la sección del casquete de globo ocular previo a la osmización. 
5.- Tres lavados en agua bidestilada de 5 minutos cada uno, conservando en nevera a 
4°C. 
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6.- Sumergir en una solución de ácido tánico (0.15%) en tampón durante 1 minuto a 
temperatura ambiente. 
7.- Lavado en agua bidestilada de 5 minutos a temperatura ambiente. Inmersión en una 
solución de acetato de uranilo 20% en agua bidestilada durante 120 minutos a 
temperatura ambiente y completa oscuridad. 
8.- Tres lavados de 5 minutos cada uno a temperatura ambiente. 
9.- Deshidratación en concentraciones crecientes de etanol (50%, 70%, 90%, 95%, 
100%, 100% y 100%) 5 minutos cada una en nevera a 4°C. 
10.- Inclusión en EPON 812 recientemente preparado, siguiendo el protocolo que se 
expone a continuación: Colocar los frascos que contienen la resina epoxi, el 
endurecedor, una probeta de cristal graduado y un frasco Erlenmeyer en estufa a 
60°C durante lO minutos. Verter la cantidad requerida de resina en la probeta 
precalentada y añadirle endurecedor. Pasar la mezcla al frasco Erlenmeyer. Agitar 
manualmente la mezcla unos minutos. No utilizar agitadores. Añadir la cantidad 
requerida para el experimento del acelerador EDMA. Agitar el frasco 2 minutos y el 
EPON ya se puede utilizar. 
a) Solución de EPON/Etanol 1/2 durante 1 hora a temperatura ambiente 
b) EPON/Etanol  1/1, una hora a temperatura ambiente. 
c) EPON/ Etanol 2/1, una hora a temperatura ambiente. 
d) EPON completo durante toda la noche en nevera a 4°C. 
e) Al día siguiente incluir en EPON completo recién preparado durante 48 horas en 
estufa a 60°C. Colocando las muestras convenientemente orientadas en recipientes 
horizontales y rellenando bien con la resina. Cuando polimerice la resina se pueden 
separar de los recipientes y los bloques obtenidos se clasifican y registran hasta su 
utilización. 
    Para el microscopio óptico se requieren secciones transversales seriadas semifinas 
(0.5-1 µm de espesor) que se cortan en el ultramicrotomo (Ultratome LKB) y que tras 
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teñir con azul de toluidina y secar en plancha a 60°, se pueden observar y fotografiar 
en microscopio óptico OLIMPUS y cámara OLIMPUS digital  
    Para visualización en microscopio electrónico de transmisión, se precisaron 
secciones transversales seriadas ultrafinas 0.5µm, que se depositaron en rejillas de 
cobre filmadas con formvar. En el caso de las secciones ultrafinas, las rejillas se 
tiñeron colocándolas con una pinza de relojero sobre gotas que contienen una solución 
de acetato de uranilo durante 20 minutos a temperatura ambiente y posteriormente 
durante 1 minuto se colocaron sobre gotas con una solución de citrato de plomo, para 
examinarlas y fotografiarlas en microscopio electrónico de transmisión JEOL, soft 
imagin system-Mega view Joel. 
 
PROCESAMIENTO DE LOS GLOBOS OCULARES PARA 
INMUNOCITOQUIMIA.  
 
   Las muestras de los nervios ópticos, que se encontraban ya procesadas hasta el 
punto 3 del apartado anterior y  que fueron destinadas al estudio inmunocitoquímico 
fueron sometidas al protocolo de inclusión en lowicryl, que a continuación reflejamos: 
1.- Glutaraldehido 0.5%, formaldehido 4% tampón cacodilato 0.1 molar. Ph 7.4 20 
minutos a temperatura ambiente. 
2.- Trocear el tejido o sedimento y continuar fijación 100 minutos a temperatura 
ambiente. 
3.-  Lavado con tampón cacodilato 0.1 molar. pH 7.4 cada 15 minutos tres veces. 
4.- Tampón cacodilato 0.1 molar pH 7.4 conteniendo 50 mM NH4CL 50 minutos a 
temperatura de 4°C . 
5.-  3 lavados en Tampón cacodilato 0.1 molar pH 7.4 cada 10 minutos. 
6.-  Deshidratación en Metanol (MetOH) 30% 5 minutos. Temperatura 5°C 
7.-  Deshidratación en Metanol (MetOH) 50% 5 minutos. Temperatura 5°C 
8.-  Deshidratación en Metanol (MetOH) 70% 5 minutos. Temperatura -10°C 
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9.-  Deshidratación en Metanol (MetOH) 90% 30 minutos. Temperatura -20°C 
10.- Metanol 90%: lowicryl (1:1) 60 minutos. Temperatura -20°C 
11.- Lowicryl sólo 60 minutos. Temperatura -20°C 
12.- Lowicryl sólo toda la noche. Temperatura -20°C 
13.- Encapsular en gelatina trasparente cerrada sin aire, colocar en caja forrada de 
papel aluminio. Polimerizar bajo lámpara UV (366 nm) (Philips TL6/05) situada a unos 
30 cm de las cápsulas de luz indirecta 5 a 7 días, temperatura -20°C. 
   Posteriormente, tras realizar las secciones,  se procedió a la tinción con anticuerpos 
monoclonales  MBP (proteína básica de la mielina) y GFAP (proteína fibrilar ácida de la 
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Cálculo del área axonaL 
 
   A partir de las muestras obtenidas de los NO de los diferentes grupos y tras su 
procesamiento, se ha procedido al cálculo del área media axonal.  
   Para la realización de este procedimiento utilizamos 7 ratones para cada uno de 
los 5 grupos. Utilizamos el programa informático “Scion Image” de “Scion 
Corporation”, y digitalizamos las imágenes obtenidas a partir de los NO, 
micrografiados a 3000X con el microscopio electrónico. En cada una de las 
muestras estudiamos un área de 100 µm2 que tal como se muestra en la Fig. 19.- 
fueron obtenidas alternativamente de la zona periférica, es decir, de la región del 
NO próxima a la vaina meníngea, y de la zona central, alejada de esta vaina.  En 
















Fig. 19.- Muestra las áreas de 100 µm2 obtenidas para el estudio en dos animales 
del Grupo Control, A: sección obtenida a partir de la zona periférica , junto a la 
vaina meníngea (?).B: Sección obtenida a partir de la zona central. 
 
   A partir de las superficies obtenidas y utilizando el programa “scion image”, se 
procedió al contaje y medición de las superficies de cada uno de los axones, el área 
axonal corresponde al la superficie contenida por la vaina de mielina sin 
contabilizar esta.  La Fig. 20.- A  muestra la negativización de la micrografía con el 
contaje axonal realizado por el programa informático, junto con la imagen real de 
la superficie analizada (Fig.-20.B). En la tabla.-8 se muestra el resultado de la 
medición de cada una de las área obtenidas. Es importante al utilizar este sistema 
de medición, el comparar cada uno de los negativos que el programa utiliza para el 
cálculo con la imagen real, con el fin de descontar posibles áreas contabilizadas por 
el programa y que en realidad correspondan a espacios interaxonales o células 
gliales como es el caso de las áreas 1,8,11,48 y 58 que aparecen en la tabla y que 
están  marcadas en rojo. 
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Fig. 20.- (A) Digitalización utilizada por el programa Scion para el contaje y 
cálculo de superficies. (B) Imagen real del área analizada. 
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No de Axón Área del Axón µ2 No de Axón Área del Axón µ2 No de Axón Área del Axónµ2 
1 16.07 23 4.05 45 0.62 
2 0.24 24 1.4 46 0.92 
3 1.19 25 0.29 47 0.14 
4 0.8 26 0.87 48 0.16 
5 1.63 27 0.81 49 2.62 
6 0.56 28 0.81 50 0.18 
7 1.09 29 1.42 51 1.19 
8 9.24 30 1.77 52 0.48 
9 3.13 31 0.48 53 0.38 
10 1.99 32 1.4 54 6.41 
11 5.95 33 0.9 55 0.36 
12 0.6 34 2.69 56 0.52 
13 0.23 35 0.2 57 0.23 
14 0.16 36 0.52 58 0.19 
15 0.34 37 0.44 59 2.21 
16 0.55 38 2.85 60 1.17 
17 0.43 39 0.29 61 2.03 
18 1.27 40 2.58 62 0.24 
19 0.75 41 2.06 63 0.18 
20 0.28 42 0.19 64 2.29 
21 0.17 43 0.3 65 1.97 
22 0.58 44 1.36     
 
 
Tabla 8.- Muestra cada uno de los axones contabilizados por el programa con su 
superficie en la celda de su derecha. Los números marcados en rojo corresponden a 
zonas que no deben ser contabilizadas pues pertenecen a espacios interaxonales 
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CÁLCULO DE LAS SUPERFICIES DE LOS NERVIOS ÓPTICOS. 
 
   Con el programa Scion se procedió al cálculo de las áreas de los nervios ópticos. 
Se utilizaron micrografías digitalizadas de los cortes semifinos teñidos con azul de 
Toluidina obtenidos con el microscopio óptico Olympus. El cálculo de las áreas se 
realizó directamente de las micrografías por medio del programa informático y sin 
la necesidad de calcular el diámetro mayor y menor para calcular posteriormente el 














Fig. 21.- Arriba sección del nervio óptico,
abajo análisis del área de la superficie
transversal del nervio óptico. La muestra
ha sido sometida a un tratamiento digital






      Para la correcta medición de las áreas de los nervios ópticos es fundamental la 
adecuada colocación del NO en el momento de ser incluido en la resina de EPON, 
separando previamente el globo del nervio óptico e incluyendo este de forma 
vertical, tal y como se muestra en la Figura 22.-, de esta forma obtendremos un 
corte semifino perpendicular al NO, como marca la flecha,  perfectamente válido 
para la medición.    
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Fig. 22.- Arriba colocación adecuada del
NO en la resina EPON. Abajo corte






   Una mala inclusión de globo y nervio, con un mal posicionamiento de este en la 
pieza de EPON puede llevarnos a la hora de realizar las secciones, a practicar los 
cortes en planos no perpendiculares al nervio, como mostramos  en la Fig. 23.-, lo 





















 Fig. 23.- Arriba: colocación incorrecta
del NO en la resina EPON. Abajo: la flecha
amarilla muestra la dirección en la que se
ha realizado el corte semifino, la flecha
verde marca la correcta dirección en la
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CÁLCULO DEL ÍNDICE DE MIELINIZACIÓN. 
 




                      Espesor de la capa de mielina axonal 
  IM= 
                                            D+d/2  







   Donde el espesor de la capa de mielina axonal queda reflejado en micras, siendo 
el espesor total de la vaina de mielina sin incluir el axolema. D y d representan 
respectivamente el diámetro mayor y menor del área citoplasmática axonal sin 
incluir la cubierta milinizada. La Figura 24.- muestra  gráficamente estos valores.  
   El Índice de Mielinización viene a representar la cantidad de mielina que contiene 
el axón en función de su superficie total y nos es útil para determinar en axones de 
parecido tamaño, cómo de adelgazada o engrosada se encuentra la cubierta de 
mielina.  















   Fig. 24.- A la izquierda el numerador: Espesor de la vaina de mielina. A la 
derecha se muestran los diámetros mayores y menores del axón. 
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      Para el cálculo del IM hemos valorado los axones que estaban situados en áreas 
de 100 µm2, cada una de las cuales se seleccionaba sobre la superficie del NO del 
espécimen, se fueron utilizando áreas de 100 µm2  hasta contabilizar un total de 
224  axones. El número de ratones utilizado fue de 25, es decir, 5 ejemplares por 
grupo. 
   Para el cálculo del IM hemos dividido los axones de los 5 grupos de ratones 
estudiados en 3 subgrupos dependiendo del diámetro medio axonal que 
presentaran. Así el grupo de axones pequeños está formado por los axones cuyo 
diámetro mayor era siempre menor de 1 µm, el grupo de axones medianos estaba 
formado por los axones con diámetros medios entre 1 y 1.7 µm y por último en los 
axones grandes los diámetros eran siempre superior a 1.7 µm 
   Como hemos explicado anteriormente, el ajuste de los axones por tamaño es 
fundamental para el estudio comparativo de los índices de mielinización. En los 
axones pequeños la cubierta mielínica es proporcionalmente mayor, con respecto a 
la superficie total del axón, que en los axones de tamaño grande, es decir,  los 
axones de tamaño pequeño poseen más cantidad de mielina por unidad de superficie 
que los axones de gran tamaño. Esto es así debido a que los axones grandes lo son 
fundamentalmente a costa de su axoplasma y presentan una vaina meníngea 
proporcionalmente menor.  
     En las tablas de resultados figuran los datos en el siguiente orden: diámetro 
medio del axón, espesor de la vaina de mielina y por último IM del axón, según 
mostramos en la Tabla 9.-. 











Índice de Mielinización 
Espesor de la mielina 
 
 
   Tabla 9.- Muestra el orden en que figuran los datos de las tablas de resultados. 
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DISTRIBUCIÓN POR TAMAÑO DE LOS AXONES 
  Control ApoE ApoE+D PTEN P27 
Axones pequeños 142 132 131 114 114 
Axones medianos 65 74 54 64 62 
Axones grandes 17 18 39 46 48 
Total 224 224 224 224 224 
                                                                                                            
 
  La Tabla 10.-Muestra el número absoluto de axones estudiados para cada grupo  
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CÁLCULO DEL NÚMERO DE FIBRAS TOTALES POR NERVIO ÓPTICO. 
 
   Para calcular el promedio de fibras axonales presentes en cada uno de los nervios 
ópticos de los diferentes tipos de ratones estudiados nos hemos basado en los 
datos obtenidos anteriormente, es decir,  como para el cálculo del área axonal 
media hemos numerado los axones que existían en cada uno de los 5 grupos en una 
superficie de 700 µm2, y por otro lado  hemos calculado el área media de los 
nervios ópticos, nos es fácil pues aproximar qué número total de axones 
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CÁLCULO DE GROSORES RETINANOS POR CAPAS Y GLOBALES. 
 
 
   El análisis morfométrico de las retinas de los globos oculares de los ratones 
pertenecientes a cada uno de los cinco grupos del estudio se llevó a cabo a partir 
del estudio bajo microscopía óptica y electrónica de las preparaciones  semi y 
ultrafinas obtenidas de las secciones trasversales realizadas a nivel 
retroecuatorial, llevándose a cabo el estudio a partir de la retina media de cada 
una de las muestras. Como en los procedimientos anteriores, la obtención de 
micrografías digitales y la posterior utilización del programa “Scion Image” 
permitió efectuar la medición de las diferentes capas coriorretinianas y registrar 
los resultados.  
   El estudio morfométrico de la retina bajo microscopía óptica se ha centrado en 
la medición del grosor de las capas retinianas y su estudio comparativo entre los 
grupos.  
   Para cada grupo de animales hemos utilizado 7 ratones cuyo número 
identificativo figura en las posteriores tablas.   
   En cada uno de los animales hemos realizado seis medidas de cada una de las 
capas retinianas estudiadas, lo que hace un total de 42 medidas para cada una de 
las capas dentro de un mismo grupo de animales y 210 si consideramos el conjunto 
total de animales analizados. En total se estudiaron 7 capas retinianas, con lo que 
para el conjunto de la retina, la cantidad de medidas realizadas para cada grupo de 
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Fig. 25.-Muestra una medición
realizada (flecha negra), por medio
del programa “Scion”, en este caso,
sobre la capa de los segmentos de los
fotorreceptores. De cada uno de los
animales obtuvimos 7 medidas de una
de las capas retinianas. 
    
 
   Las capas de la retina estudiadas fueron: capa de segmentos de los 
fotorreceptores, capa nuclear externa, plexiforme externa, nuclear interna, 
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Fig. 26.-. Micrografía y esquema de un corte trasversal de la retina de un animal 
perteneciente al grupo control. Se hallaron medidas del espesor de cada una de las 
capas de la retina y del total de la retina. . (Sección semifina, 1 µm, azul de 
toluidina 20X). 
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 A pesar de la necesidad de la utilización de métodos informáticos para llevar a 
cabo estudios morfométricos, en nuestro trabajo no hemos dejado de lado la 
utilización de los métodos utilizados no hace tantos años, consistente en el 
revelado en papel fotográfico y el posterior montaje. Desde nuestro punto de 
vista, aunque con menos fiabilidad a la hora de realizar la mediciones, aportan al 
investigador una capacidad de visión global y comparación difícilmente obtenible 





Fig.27-. Muestra algunos de los montajes realizados a lo largo del estudio 
mediante la utilización de papel fotográfico y cartulinas. Estas técnicas tienen la 
ventaja de ofrecer una mejor visión global y capacidad comparativa que la que se 
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RECUENTO DE NÚCLEOS CELULARES RETINIANOS. 
 
   El recuento de los núcleos celulares por unidad de superficie en cada capa 
retiniana nos da una idea aproximada de la densidad y cantidad de células 
existentes en cada una de ellas y en cada uno de los modelos experimentales.  
   El análisis morfométrico retiniano centrado en el recuento de núcleos celulares, 
se realizó con las secciones semifinas obtenidas a partir de las retinas 
retroecuatoriales, y cuyas muestras fueron también utilizadas para el resto de las 
mediciones y recuentos expuestos en la presente tesis.  
   Hemos seleccionada para cada uno de los animales, dos áreas de 1.000 µm2, en el 
interior de las cuales eran contabilizados todos los núcleos celulares  existentes en 
las capas retinianas Nuclear Externa e Interna. Utilizamos siete ratones para cada 
grupo de animales, de modo que en cada animal de experimentación procedimos al 
recuento de los núcleos celulares existentes en 2.000 µm2 y en 14.000 µm2 si 
consideramos el grupo en total y por cada una de las capas retinianas estudiadas. 
Para los cinco grupos de ratones hemos analizado un total de  70.000 µm2 para la 
capa Nuclear Externa y otras tantas para la Nuclear Interna. 
   Hemos utilizado, también en este procedimiento, micrografías digitales y el 
programa informático “Scion Image” (Fig. 28). 
   Todas las micrografías utilizadas fueron obtenidas a partir de secciones 
semifinas (1 µm), teñidas con Azul de Toluidina y con un aumento bajo el 
microscopio óptico de 20X.  
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Fig. 28.- Preparación retiniana en la que se muestra el área de 1.000 µm2 donde se 
procedió al recuento de núcleos celulares de la capa Nuclear Externa en este 
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ESTUDIO MORFOMÉTRICO, MEDIANTE MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA, 
DE LA RETINA. 
 
 
   El estudio morfométrico mediante microscopía electrónica de la retina, se realizó a 
partir de las secciones ultrafinas utilizadas anteriormente para el análisis bajo 
microscopía óptica de los grosores retinianos. Así pues, se utilizaron las preparaciones 
obtenidas a nivel retroecuatorial del globo ocular, es decir, de la retina media. Al igual 
que en los estudios previos, utilizamos el sistema informático “Scion Image” para la 
realización de las mediciones. 
   Hemos utilizado la alta resolución que ofrece la microscopía electrónica para 
realizar una documentación más exhaustiva de la morfometría de determinadas 
estructuras retinianas como son: membrana de Bruch, núcleos del EPR, grosor del EPR, 
así como el área de los núcleos que componen la capa nuclear externa e interna. 
Como anteriormente, utilizamos 7 animales para cada uno de los  grupos: control, 
ApoE, ApoE+D, PTEN y P27, es decir, el número total de animales analizados entre los 
5 grupos fue de 35. 
- Membrana de Bruch: Se realizaron 7 medidas del grosor de la membrana de Bruch 
de cada animal, lo que significa que se realizaron 35 mediciones para cada uno de los 
grupos y 175 mediciones en total. En todos los casos la magnificación utilizada por el 
microscopio electrónico fue de 100.000 X. El grosor de la Membrana de Bruch se 
definió como la longitud de una línea trazada perpendicularmente a los límites superior 
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Fig. 29.- A la izquierda
imagen bajo microscopía
electrónica de la membrana
de Bruch a 100.000X
aumentos, en un animal
control. A la derecha
representación esquemática
sobre la misma imagen, del
grosor de dicha membrana. 
 
- Área de los núcleos del EPR: Medimos el área de un núcleo celular del EPR de cada 
uno de los animales utilizados. En conjunto, calculamos el valor de la superficie de 35 
núcleos celulares. El resultado se expresó en µm2. En la Fig. 30.- se muestra una de las 
mediciones realizadas. 
 
Fig. 30.- A la izquierda imagen
bajo microscopía electrónica de
un núcleo celular del EPR. 10.000X
aumentos, en un animal control.  
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-  Epitelio Pigmentario de la Retina. Se realizaron 3 medidas del grosor del EPR para 
cada uno de los animales. El total de medidas realizadas fue de 105. Los aumentos 
utilizados fueron de 6.000X. En todos los casos se midió la distancia existente entre 
la membrana de Bruch y la zona de las proyecciones apicales de la membrana del EPR, 
donde empieza a producirse la fagocitosis de los fotorreceptores ( Fig.-31).   
 
 




membrana basal y las
proyecciones apicales de
la membrana del EPR.  
 
 
- Nuclear externa: Se midieron las áreas de 4 núcleos celulares pertenecientes a la 
capa nuclear externa de cada uno de los ratones, siendo el total de núcleos estudiados 
de 140, entre los 5 grupos. El resultado se expresó en µm2 y los aumentos utilizados 
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Fig. 32.- Núcleos




- Nuclear Interna: Al
núcleos por animal y 1











 igual que en la Nuclear Externa, se midieron las áreas de 4 
40 en total.  El resultado se expresó en µm2 y los aumentos 




Fig. 33.- Núcleos celulares de la 
capa Nuclear Interna(?). ME. 
6.000X. Células de Müller (?). 
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                             Estudio Morfológico  
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ESTUDIO MORFOLÓGICO DE LOS NERVIOS ÓPTICOS Y LAS RETINAS. 
 
   En un primer paso hacia la descripción morfológica de los nervios ópticos de los 
diferentes grupos de animales Knockout,  procederemos a realizar una descripción de 
la estructura así como de los elementos y la disposición que componen el nervio óptico 
en los ratones del grupo control,  para posteriormente y partiendo de este patrón de 
“normalidad” describir las variadas  alteraciones morfológicas que se detectan en los 
distintos grupos del estudio. 
   Describiremos por medio de micrografías electrónicas cuáles son las alteraciones 
que hemos detectado, correspondientes a perfiles morfológicos no hallados o hallados 
en pequeño porcentaje en el grupo de ratones control y cuyo significado patológico 
trataremos de aclarar en la discusión. 
   En cuanto al estudio de la vaina de mielina, hemos considerado como perfiles 
morfológicos alterados hallazgos como: la ruptura de la vaina de mielina, las 
vesiculaciones en el espesor de esta o la mielinización alterada. Todas estas 
alteraciones fueron cuantificadas y expresadas como un porcentaje sobre el total de 
fibras estudiadas.  
   En el estudio de las alteraciones intraxonales, los perfiles morfológicos 
considerados como patológicos se refieren a la presencia de vacuolas  internas. En 
este caso también fueron contabilizadas las alteraciones y expresadas como en el caso 
anterior, como un porcentaje sobre el total de las fibras analizadas. 
   Para la elaboración de esta documentación de los diferentes perfiles morfológicos 
expresados, hemos utilizado las micrografías sobre las que realizamos el estudio 
morfométrico. En cada uno de los grupos del estudio hemos analizado un total de 420 
axones procedentes de 7 animales por cada uno de los grupos. Siendo de 60 el número 
de axones que hemos estudiado de cada uno de los animales individualmente. El número  
total de axones estudiado es de 2940.
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   Para finalizar mostraremos los hallazgos encontrados en las células macrogliales, 
refiriéndonos fundamentalmente a alteraciones existentes en los núcleos, como 
condensaciones que presentaba la cromatina. 
   En la descripción morfológica de las retinas de los 5 grupos del estudio hemos 
utilizado, al igual que en el estudio morfométrico, las preparaciones semi y ultrafinas 
obtenidas a partir de secciones trasversales realizadas a nivel retroecuatorial. Para 
cada grupo de estudio hemos utilizado las secciones de 7 animales, que corresponden a 




































































                                  
                                                      
                                           Inmunocitoquímica. 
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   El estudio inmunológico de los tejidos es una herramienta valiosa para la detección 
de determinadas moléculas en los mismos. En este apartado hemos intentado la 
cuantificación de la proteína básica de la mielina (MBP) y de la proteína fibrilar ácida 
de la glía (GFAP) en el nervio óptico del ratón, dos proteínas fundamentales para el 
desarrollo y mantenimiento del tejido neural. 
   La mielina que envuelve los axones  ópticos está compuesta aproximadamente de un 
70% de lípidos, y un 30% de proteínas, de las cuales, las predominantes son la MBP y la 
proteína proteolipídica (PLP) (176). De entre las muchas funciones que se han 
atribuido a estas proteínas la principal es la formación y remodelación de la vaina de 
mielina (177).  La MBP, una macromolécula de 18.000 kD, se sitúa en la cara 
citoplasmática de la membrana mielínica (178).  
   Los astrocitos son células macrogliales que se caracterizan por sus núcleos ovales o 
ligeramente irregulares, con un patrón de cromatina laxa y una morfología estrellada 
espectacular, debida a las numerosas prolongaciones delgadas que irradian en todas 
direcciones. Estas prolongaciones conforman la red estructural del citoesqueleto 
celular, compuesto además por microtúbulos y microfilamentos. Estos filamentos 
intermedios tienen en los astrocitos un tamaño de 8 nm y están constituidos por la 
proteína ácida fibrilar glial. (GFAP), un polipéptido con un peso molecular de  51.000 
kD (179). Así podemos decir  que esta proteína es un marcador importante para la 
identificación y cuantificación de la línea astroglial en el sistema nervioso (180). 
   Para la realización de los experimentos inmunocitoquímicos hemos utilizado 35 
animales, con números identificativos del 016 al 022 de cada grupo, es decir 7 
animales por grupo de estudio. Utilizamos el ojo derecho de cada ratón (en cada 
grupo) para el estudio de la MBP y el contralateral para la GFAP. Estudiamos las 
pequeñas piezas obtenidas de los nervios ópticos retrobulbares, que fueron fijados en 
una solución de 0,5% glutaraldehido y 4% formaldehído en tampón cacodilato 0.1 M y 
pH 7.4 durante 3 horas, deshidratadas en concentraciones crecientes de metanol  e 
incluidas en resina Lowycril K4M, cuyo protocolo detallado del procesamiento consta al 
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principio del apartado “Material y Métodos”. Obtuvimos secciones ultrafinas (80 nm) 
de la sección transversal del nervio óptico y mediante el asa portamuestras colocamos 
las ultrasecciones sobre rejillas de níquel firmadas con carbón-formvar para estudios 
de inmunocitoquímica a microscopía electrónica de transmisión,  procediendo a la 
localización y cuantificación en cada una de las secciones de las proteínas, 
alternativamente MBP o GFAP. Básicamente el método de tinción se basa en la 
aplicación de un anticuerpo primario que “localiza” y se fija a la proteína que estamos 
estudiando, posteriormente, aplicamos un anticuerpo secundario, que es una IgG 
marcada con una partícula de oro coloidal y que se une al primer anticuerpo, de modo 
que por medio del microscopio electrónico de transmisión podemos detectar estas 
partículas coloidales y por ende localizar y cuantificar la proteína en estudio. 
*   Anticuerpos primarios:  
- Anti GFAP. (Ref. Sigma G9269). Anti-Glíal Fibrillary Acidic Protein Antibody 
produced in rabbit. Este producto es un anticuerpo policlonal que reacciona 
específicamente contra la GFAP (filamentos intermedios del citoesqueleto 
astroglial) y marca los astrocitos. Solución en 0.01 M de buffer fosfato salino, 
pH 7.4, conteniendo 15 mM de ácido sódico. Temperatura de conservación –
10oC. (181). 
- Anti MBP. (Ref. Sigma M9559). Anti-Myelin Basic Protein Antibody produced 
in mouse. Este producto es un anticuerpo monoclonal, marcador específico de 
los aminoácidos 129-138 de la MBP, localizados en la vaina de mielina producida 
por los oligodendrocitos. Contiene 0.1% de ácido sódico. Temperatura de 
conservación –10oC. (182). 
 
*     Anticuerpos Secundarios: 
- Anti mouse IgG (whole molecule)-Gold (5 nm) produced in goat (Ref. Sigma 
G7527).  
- Anti rabbit IgG (whole molecule)-Gold (5 nm) produced in goat (Ref. Sigma 
G7277) 
El oro coloidal es un marcador electrodenso de gran aplicación en  
microscopía óptica y  electrónica. Esta partícula se caracteriza por su  
tamaño homogéneo ( coeficiente de variación < 15%) de 5 nm.  La  solución  
contiene  0.01%  HauCl4  en  una  suspensión  de  ácido  tánico  al  0.01%   
con  0.04%  de  citrato  trisódico,  0.26 mM carbonato potásico y 0.02 de  
ácido sódico como conservante. 
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   La técnica comienza con la colocación de las rejillas (por la cara de la muestra) en 
flotación durante 30 minutos a temperatura ambiente, sobre un parafilm que contiene 
gotas de 0.1% BSA-tris (20 nmol/l tris HCl, ph 7,4; 0.9% NaCl, 0,1% BSA), 
suplementado con 5% de suero bovino fetal inactivado. Posteriormente las rejillas se 
transfieren a otro parafilm con gotas de 0.1% BSA-Tris conteniendo el anticuerpo 
primario (alternativamente anti-MBP o anti-GFAP, respectivamente) a dilución 1:200 
durante 1 hora, en cámara húmeda a 37ºC. Tras esta incubación las rejillas se 
transfirieron a gotas que contienen una solución de 1% BSA-Tris y 0.05% de suero 
bovino fetal con el anticuerpo secundario anti IgG que lleva el oro coloidal (5 nm) y a 
una dilución 1:50, durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente las secciones se 
lavaron con 0.1% BSA-Tris buffer (tres lavados de 10 minutos) y agua bidestilada (10 
minutos), se secaron bajo un chorro de aire seco y se contrastaron con acetato de 
uranilo. Las secciones que se tomaron como controles de la técnica inmunocitoquímica 
se incubaron con suero preinmune o alternativamente sin el primer anticuerpo (183). 
 
 
Esquema 2.-  
Representación de las gotas
depositadas sobre el







   Para realizar la localización y cuantificación de las proteínas en las muestras 
estudiadas, procedimos a la realización seriada de micrografías. En el caso del estudio 
de MBP, con una magnificación de 15.000 X, lo que representa un área de estudio de 
65 µm2 por micrografía. De cada uno de los animales realizamos 5 micrografías, lo que 
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representa un total de 325 µm2, estudiadas por muestra de nervio óptico, 2275  µm2 
para cada grupo del estudio y 15.575  µm2 entre todos los animales. El análisis 
cuantitativo de las micrografías se realizó contabilizando la totalidad de las partículas 
de oro coloidal que se observaban a través del microscopio electrónico, teniendo en 
cuenta los aumentos y la superficie estudiada. La  baja cantidad de aumentos 
utilizados, hacía prácticamente indetectables las partículas coloidales de 5 nm, por lo 
que las micrografías tuvieron que se aumentadas digitalmente para su recuento. Los 
datos se expresaron como densidad de partículas de oro coloidal (o  número de 
particulas de oro coloidal) por µm2 (media + DT).      
   La técnica se realizó igualmente para el estudio de MBP y GFAP. Sin embargo, en el 
caso de GFAP, puesto que teníamos que focalizar el estudio sobre los astrocitos y las 
áreas de trabajo no eran tan amplias con respecto al total de la muestra, en este caso 
se realizaron las micrografías a un aumento de 40.000X, lo que suponen áreas de 8.3  


















































                                                                                
                     Western-blot (SDS PAGE). 
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  La técnica del western-blot (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis) se usa para 
identificar proteínas basándose en las características isoelétricas de estas moléculas, 
que permiten a su vez,  valorar la expresión de las mismas en un tejido analizado. 
   Esta técnica se complementa mediante la trasferencia a membranas de nitrocelulosa 
e incubación con el anticuerpo correspondiente (inmunoblotting). 
   Mediante este ensayo, obtendremos información cualitativa y cuantitativa de la 
expresión de las proteínas a estudio.  
   A diferencia de las técnicas de inmunocitoquímica empleadas en este estudio, las 
técnicas del western-blot e inmunoblotting, ofrecen una visión global del 
comportamiento de las proteínas en toda la muestra, mientras que la distribución 
histológica, celular y subcelular nos viene determinada por el estudio microscópico. En 
nuestro caso, hemos decidido realizar ambas técnicas para obtener mayor información 
de la expresión de las proteínas GFAP y MBP en el sistema visual, tanto en el animal 
control como en los modelos genéticamente manipulados. 
 
DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN PROTEICA. 
 
   En cada uno de los tubos tipo  Eppendorf de 1.000 µl correspondientes a  cada grupo 
experimental, se introducen 12 muestras de nervio óptico retrobulbar, y en otros 
tantos lo haremos con las muestras de retina. El número identificativo, de cada animal, 
según consta en el apartado de animales de experimentación, va desde el 029 al 040, 
para cada uno de los grupos.  
   Paran homogeneizar las muestras (sistema homogeneizado de cristal SHEATON –
USA) se añade el tampón de lisis D4 lysis buffer (4ºC) para 1000 µl: 
 
A) 100 µl complete Roche (inhibidor de proteasas) 
B) 900 µl de tampón 50 mM HEPES pH 7.5 ? 25 ml. 
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                                150mM NaCl? 15ml. 
                                2.5 mM de EDTA ?  125 ml. 
                                1mM de EDTA ? 1ml. 
                                10 mM de b glycerophosphate ? 5ml. 
                                0.1 mM de NaKo3 ? 0.5ml. 
                                1 mM de NaFe ? 1ml. 
                                0.1% de tween20 ? 0.5ml. 
                                10 % gycerol ? 50ml. 
                                0.1% de NP40(detergente ) ? 3µl. 
 
   Tampón para insoluble: 0.5% de tritón X100 y 0.5% de Deoxicolato sódico 20mM de 
tris clorhídrico 7.5 pH y 150 mM de ClNa. 
   Se realiza la curva estándar para la determinación de la concentración de proteínas 
mediante la técnica de Bradford. (194). 
 
  PROTOCOLO WESTERN-BLOT  “INVITROGEN” 
 
   Calculamos el volumen de la muestra homogeneizada en cada Eppendorf necesario 
para cargar 30 µg de proteína. Añadimos azul de bromofenol según el volumen de 
muestra (relación 1:5). Añadimos agua bidestilada para asegurarnos que tendremos el 
suficiente volumen para cargar. Tapar los tubos con parafilm y hacer unos agujeros 
para impedir el vacío. Someterlos a ebullición durante un mínimo de 3 minutos. 
Preparar los tampones URNG al 1% (25 ml de tampón en 500 ml de agua). Elegir el gel 
en función del tamaño de la proteína que queremos determinar (BIS-Tris es para 
proteínas pequeñas... tampón MES y para medianas... tampón MOPS y el Tris-acetate 
es para proteínas grandes, según el catálogo de Invitrogen pág. 420). A continuación 
se elige el gel de acrilamida en función del tamaño de la proteína que queremos 
determinar y una vez que se ha elegido el gel se le extrae con mucho cuidado la 
etiqueta y se monta el aparato para realizar la electroforesis, según técnica habitual. 
Se procede a cargar 15 µl  de muestra en cada pocillo y 5 µl de marcador (2 pocillos, 
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uno al principio y el otro a mitad del gel). Una vez puesta en marcha la fuente de 
alimentación (invitrogen life technologies) se procede de la siguiente forma: 
• NuPAGE gel para electroforesis 
• Introducir numero de geles para correr las proteínas 
• Introducir el tiempo para correr las proteínas (1 h. 30 min) 
   Para realizar la transferencia a las membranas de nitrocelulosa hay que seccionar 2 
porciones del papel de blotting del tamaño de nuestra membrana y hacerle una muesca 
para saber con exactitud el orden de los pocillos que hemos introducido. Se humedece 
con tampón de transferencia en una batea tanto las almohadillas, como el papel y 
también la membrana. Se extrae el gel del casette y se corta la parte superior 
(stacking) y la parte inferior, sujetándolo con mucho cuidado con uno de los trozos del 
papel de blotting y colocándolo en la batea. Se realiza la aposición (sándwich) de cada 
una de las siguientes estructuras con el fin de que la corriente se dirija hacia el polo 
positivo de la fuente de alimentación: esponja – esponja – papel blotting – papel blanco 
de la membrana- gel – membrana de transferencia – papel blanco de la membrana – 
papel blotting – esponja – esponja, y así de forma generalizada para este 
procedimiento. 
   A continuación se prepara el tampón de transferencia al 1% evitando la formación de 
burbujas. Se enciende de nuevo la fuente de alimentación  (NuPage blot, introducir 
numero de unidades a transferir, introducir tiempo de transferencia en este caso 1 
hora). 
 
PROTOCOLO DE IMMUNOBLOTTING 
 
   El gel se sumerge en Simple Blue en agitación durante 1 hora (aunque para algunas 
proteínas es conveniente que se sumerja “overnight”). Después se lava con agua 
bidestilada por 3 veces consecutivas y se procede a “scannear” el gel. 
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   La membrana se sumerge en 10 ml de la Blocking Solution durante 30 minutos en 
agitación y se decanta. Se realizan dos lavados con 10 ml de agua bidestilada por 5 
minutos cada uno y se decanta. Se incuba con 10 ml de solución del anticuerpo primario 
a estudio durante 1 hora a temperatura ambiente. Se realizan 3 lavados de 5 minutos 
cada uno con 10 ml del atc-wash y se decanta. A continuación se incuba la membrana 
con 10 ml de solución del anticuerpo secundario durante 30 minutos y se decanta y se 
realizan 3 lavados de 5 minutos cada uno con 10 ml del atc-wash, dos lavados de 2 
minutos con 10 ml de agua y se decanta. Incubamos la membrana con 5 ml de 
cromógeno hasta que las bandas violetas se revelen (de 1 a 60 minutos). Y se realizan 
dos lavados de 2 minutos con 10 ml de agua bidestilada. Secamos la membrana con 
papel de filtro en un ambiente cálido o bajo una lámpara de infrarrojos.  
 
Preparación de soluciones para la membrana de nitrocelulosa: 
1) Blocking solution: agua ultrafiltrada (14 ml), blocker diluent A ( 4 ml) y blocker 
diluent B (2 ml) ... total 20 ml. 
2) Primary antibody diluent (relación 1:1000 y 1:5000): 10 ml de blocking solution 
y 10 µl de atc primario.  
3) Antibody wash: agua ultrafiltrada (75 ml) y antibody wash solution (16 x) 5 ml 
total ... 80 ml. 
 
 
A B C 
Fig. 34.- A: animales de experimentación previamente a su sacrificio. B: sistema 
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A B C 
Fig. 35.- A: Eppendorf mostrando la porción soluble e insoluble del homogeneizado de 
una muestra de retina. B: Espectrofotómetro DYNATECH NR 7.000 sistema para la 
determinación colorimétrica de la concentración de proteínas. C: Realización de la 

























































































































                             
 
                                                                                     
                                                Test de escape. 
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Con el presente experimento hemos tratado de valorar cuales pudieran ser, a groso 
modo, las repercusiones que sobre la capacidad funcional del sistema visual 
tuvieran las mutaciones genéticas que hemos estudiado con sus alteraciones 
anatómicas descritas. 
   El “test de escape” de Morris es un test diseñado en principio para el estudio de 
las conductas de aprendizaje y memoria asociadas a la región del hipocampo 
cerebral. Consiste en una cubeta de agua en la que se sitúa una plataforma 
sobrelevada y donde el sujeto debe aprender a localizar la plataforma. La 
realización del “test de escape” de Morris  depende de diferentes mecanismos, 
desde la atención, memoria y aprendizaje hasta la propia visión o la coordinación 
motora. Además el proceso cognitivo que fundamenta la realización de este test, 
también  es directamente dependiente de diversos procesos bioquímicos (184, 
185).   
   Hemos adaptado el modelo del “test de escape”, para estudiar los cambios en el 
comportamiento asociados a estímulos luminosos, que ha sido descrito y utilizado 
por Diloreto, del Cerro y Navea. (186-189). Este modelo ha resultado ser 
satisfactorio para cuantificar la diferencia en cuanto al comportamiento entre 
ratas adultas que presentaban distrofias retinianas (ratas del Royal College of 
Surgeons) y ratas control, así como para detectar diferencias comportamentales 
entre ratas distróficas y ratas de este mismo grupo a las que les fueron 
trasplantadas células del EPR.   
   Hemos utilizado 6 ejemplares para cada uno de los grupos identificados con los 
números del 023 al 028.  
   El sistema utilizado en este test de escape está compuesto por un tanque de 
agua de 90X60 cm. de superficie y 35 cm. de altura. Una fuente de luz era fijada 
aleatoriamente  en el punto opuesto al lugar de salida del ratón o en un punto 
equidistante a este punto de salida y que se situaba en uno de los laterales del 
tanque. (Fig. 36.-). En el décimo y último intento, la fuente luminosa junto a su 
plataforma se situó siempre según se indica en la Fig. 36.- A. 
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   En el 
superio
con  un 
   Cada 
DVP9US
posiciónA 
- Esquematización de la posición de las fuentes luminosas, siempre
stantes al punto de salida del ratón (flecha discontinua). 
que se llenó con agua a 20ºC +/- 2ºC. Bajo la fuente luminosa, colocamos una 
ma sumergida a 1.5 cm bajo el nivel del agua. La profundidad total del agua 
nque era de 15 cm. En ningún punto del tanque el ratón podía hacer pie a 
ón, claro está, de la plataforma sumergida. 
da uno de los intentos del test apagábamos la luz ambiente, siendo en ese 
o la única luz visible para el ratón la de la fuente luminosa que marcaba la 
 de la plataforma sumergida donde el animal podía descansar. Colocábamos 
 en el punto de salida y registrábamos los tiempos trascurridos entre este 
o y la llegada del animal a la plataforma sumergida. Cuando el animal era 
e alcanzar  la plataforma, se le dejaba un tiempo de reposo sobre la misma 
egundos, de modo tal que el animal acabara relacionando la fuente luminosa 
lataforma sobre la que podía descansar y “escapar” así del agua. Con cada 
stos ratones se realizó esta prueba 10 veces y de forma sucesiva.  
caso de que algún animal no llegara a localizar la plataforma en un plazo 
r a 60 segundos, este era el tiempo que anotábamos y el animal era guiado 
bastón hacia la plataforma. 
uno de los intentos era filmado por una cámara de vídeo digital (JVC- GR-
), que se encontraba montada sobre un trípode y cuyo objetivo quedaba en 
 perpendicular al centro del tanque. 
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   Una vez realizadas todas las filmaciones, y con ayuda de los programas de edición 
de vídeo y fotografía digital (Pínchale Studio DC10 plus y Adobe Photodeluxe), 
proyectamos una cuadrícula de forma que la superficie total del tanque quedaba 
dividida en un total de 108 celdas (Fig. 37.-). Con el objeto de documentar la 
distancia recorrida por cada uno de los animales, proyectamos la secuencia trazada 
por el animal desde su salida y hasta la llegada a la plataforma y contabilizamos el 
número de celdas recorridas. Este procedimiento se realizó en el décimo de los 




división en celdas de la
superficie del tanque,
con objeto de
contabilizar el número de
celdas recorridas por
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    Las medidas de todas las muestras obtenidas se recogieron en hojas de cálculo de 
la aplicación informática Excel, para antes de proceder al análisis estadístico realizar 
una depuración de los datos, con el fin de corregir los posibles errores de 
trascripción.  
   El análisis estadístico de los datos se realizó utilizando el paquete estadístico SPSS 
versión 11.5 para windows. En primer lugar, se procedió a la obtención de los 
estadísticos descriptivos: medidas de frecuencia, medidas de tendencia central, de 
dispersión, de forma e intervalos de confianza para todas las variables continuas. 
Posteriormente se comprobó la normalidad de las variables continuas mediante 
representaciones gráficas y tests de contraste de hipótesis.  
   Una vez asegurada la premisa de distribución normal de las variables, se aplicaron 
pruebas paramétricas y no paramétricas de comparación de medias para el contraste 
de hipótesis, según los casos. Para las comparaciones múltiples de grupos 
independientes se utilizó el análisis de la varianza (ANOVA) con corrección de 
Bonferroni, para determinar en primer lugar si existían diferencias globales entre los 
grupos y si existían determinar entre que grupos son significativas. 
   Cuando el número de medidas en los grupos es inferior a 30, se aplicaban las pruebas 
no paramétricas de comparación de medias de Kruskal-Wallis para K muestras 
independientes, para determinar si existían diferencias globales entre los grupos, y la 
prueba de Mann-Whitney para dos muestras independientes para determinar entre 
qué grupos eran significativas. Para evitar cometer el error Tipo I al utilizar las  
pruebas no paramétricas de comparación de medias de Kruskal-Wallis y de Mann-
Whitney, adoptaremos un nivel α = 1%, por lo que serán los valores significativos p< 
0,01 en lugar de p< 0,05. 
   Para la comparación de porcentajes se utilizó el test de Χ2 de Pearson. 
   Todos los valores expresados tanto en el estudio morfométrico como en el resto 
vienen expresados en media +/- desviación típica (m+/-DT). 
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   Para hallar las diferencias estadísticamente significativas siempre hemos 
comparado el grupo control con el resto. También hemos comprobado si existían 
diferencias significativas en cada caso entre los grupos ApoE y ApoE+D. 
   Los resultados han sido representados en gráficas. En ellos se muestra la  m+/-DT. 
Las estrellas”         ” representan que existe diferencia estadísticamente significativa 
de cada grupo con respecto al grupo Control. Cuando este signo aparece en las 
gráficas entre los grupos ApoE y ApoE+D significa que existe significación estadística 
entre ellos. 
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Peso y niveles lipídicos séricos de los 













































                                                                                                         Resultados. 
  En este apartado mostraremos los resultados en cuanto al peso de los individuos de 
cada grupo y sus niveles de colesterol y triglicéridos en sangre. 
   El peso medio de los animales fue en el grupo control de 25.73 +/-2.97 gr., en el 
grupo ApoE de 26.75 gr.+/- 2.73, 25.27 gr. +/- 2.24 en el grupo ApoE+D, 28.34 gr. +/- 
4.3 en el PTEN y 30.56 gr. +/- 1.83 en el P27. 
   Con respecto al grupo control únicamente existió diferencia estadísticamente 
significativa en el grupo PTEN (P=0.02) y P27 (P<0.001). 
   En cuanto a los niveles de colesterol, el grupo control presentaba unos valores de 
117.65 mg/dl +/- 8, mientras que en los grupos ApoE y ApoE +D, los resultados fueron 
294.68 mg/dl +/- 32.11 y 1653 mg/dl +/- 75.22, existiendo una diferencia 
estadísticamente significativa tanto de los dos grupos ApoE con respecto al control, 
como de ellos entre sí (P<0.001).  
   Los niveles de triglicéridos sanguíneos mostraron resultados proporcionales a los 
obtenidos para el colesterol, así en el grupo control el resultado fue de 47.53 mg/dl 
+/- 4.93, mientras que en los grupos ApoE y ApoE+D de 69.93 mg/dl +/- 5.52 y de 550 
+/- 5.79 mg/dl respectivamente. También en este caso existió una diferencia 
estadísticamente significativa entre el grupo control y los grupos ApoE y ApoE+D, así 
como entre estos dos últimos (P<0.001). 
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 140Gráfica 3.- Representa la
media de los niveles  séricos
de colesterol en mg/dl. Las
estrellas marcan significación
estadística con respecto al
grupo Control. La doble
estrella en el grupo
ApoE+D, significa que
existe también significación
estadística entre este y el
grupo  ApoE. Gráfica 4.- Representa la
media de los niveles  séricos
de triglicéridos en mg/dl.
Las estrellas marcan
significación estadística con
respecto al grupo Control
La doble estrella en el
grupo ApoE+D, significa que
existe también significación
estadística entre este y el
grupo  ApoE. 
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RESULTADO DEL CÁLCULO DEL ÁREA AXONAL. 
 
   A continuación mostramos en las tablas de la 11 a la 44  los resultados de las 
áreas expresadas en µm2 que hemos medido para cada axón, en cada uno de los 
animales y en todos los grupos del estudio. En la primera fila de cada tabla consta 
el número identificativo del ejemplar sobre el que hemos realizado las medidas, 
indicándose además si las mediciones se han realizado en la zona central o 
periférica del NO. En la siguiente casilla de la misma fila consta la superficie del 
NO sobre la que hemos trabajado, que corresponde en todos los animales a 
100 µm2 . En la tercera casilla se indica el número total de axones contabilizados en 








Control  0002 
Zona periférica
100 µm 2 59 axones 0.97µm 2 





0.28 1.79 0.17 1.89 
0.18 0.6 0.04 0.25 
0.37 0.95 0.44 0.25 
0.17 4.9 0.88 0.13 
0.95 2 0.72 0.84 
0.3 0.69 0.54 1.07 
1.75 0.8 0.02 0.71 
1.06 0.08 1.95 0.44 
6.31 0.14 1.83 0.64 
0.04 0.04 0.41 1.49 
0.2 2.35 0.14 1.35 
0.97 0.4 5.51 0.15 
0.39 1.58 0.33 0.3 
0.57 0.04 1.22 0.62 
0.52 0.18 2.48  
Control 




Control  0001 
Zona central 
100 µm 2 52 axones 0.98µm2 
Área de los 




0.28 0.5 0.39 0.18 
0.37 0.56 1.56 2.48 
0.19 0.5 0.3 0.44 
0.89 1.77 0.28 1.67 
0.29 0.61 1.07 0.05 
0.88 4.84 1.06 0.04 
6.16 0.3 0.37 2.35 
2.29 0.67 0.18 0.4 
0.65 0.78 1.1 1.58 
2.21 0.07 0.19 0.4 
0.81 0.13 1.55 2.07 
0.38 2.33 0.22 0.88 
1.93 0.04 0.09 0.1 
Tabla 11                                                  Tabla 12 
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Control  0003 
Zona central 
100 µm 2 70 axones 0.67µm 2 
Área de los 
axones (µm 2)  
 
 
0.25 0.77 0.95 0.44 
0.3 0.15 0.13 0.64 
0.19 2.31 0.42 0.19 
1.07 0.34 0.52 1.86 
0.41 0.15 0.47 0.16 
0.16 0.5 0.36 0.32 
0.94 0.44 2.56 0.71 
0.64 0.66 0.3 0.32 
0.92 0.69 0.81 1.48 
0.99 0.34 1.49 0.36 
0.85 0.2 1.59 1.11 
0.58 2.14 0.69 1.83 
0.45 0.17 2.78 0.14 
1.46 0.33 0.18 0.16 
0.26 0.17 0.14 0.48 
1.45 0.17 0.23 0.36 
1.35 0.26 0.15 0.37 
0.19 0.26   
Control 




Control  004 
Zona periférica
100 µm 2 84 axones 0.6µm 2 





1.78 0.11 0.72 0.06 
0.2 0.12 0.54 1.19 
1.32 0.86 0.02 0.13 
4.46 0.1 1.95 0.17 
0.68 0.02 1.83 0.07 
0.03 0.06 0.02 0.12 
1.22 0.53 0.19 0.09 
1.21 0.1 0.76 0.05 
0.84 0.1 0.04 0.31 
1.32 1.6 0.1 0.71 
0.04 0.3 0.11 0.59 
2.14 0.21 0.26 0.04 
0.29 0.01 0.93 0.03 
0.17 0.57 0.2 0.4 
0.04 0.44 0.41 4.05 
0.93 0.07 0.02 0.38 
1.73 0.18 1.77 1.1 
0.07 0.17 1.06 0.21 
0.28 0.04 0.02 0.09 
0.46 0.44 0.06 0.01 















































Tabla 15                                                                              Tabla 16 
                                                                                                          
 
Control 
Ejemplar Superficie. Número de 
axones. 









(µm 2)   
  
  
1.54 0.14 0.17 0.3 
1.7 0.49 3.93 1.89 
1.82 2.01 0.3 0.4 
0.26 0.25 5.51 0.62 
0.81 0.39 0.42 2.48 
3.45 0.57 0.77 0.25 
0.82 0.62 0.31 0.17 
0.22 0.16 0.36 0.35 
1.63 0.13 0.19 0.17 
0.76 2.57 0.16 1.38 
0.22 1.18 0.33 0.22 
0.4 0.54 0.59 0.55 
0.64 0.29 0.21 1.62 
1.31 0.13 0.41 0.51 
0.47 0.84 1.22   
Control 




Control  0005 
Zona central  
100 µm 2 66 axones 0.84µm 2 
Área de los 
axones (µm 2)  
 
 
0.39 0.47 2.48 0.17 
1.82 0.94 0.3 3.93 
0.57 1.11 0.62 0.34 
0.62 0.25 1.89 0.2 
0.82 0.3 0.25 0.3 
0.52 0.19 0.4 1.63 
0.42 0.95 2.56 0.76 
0.3 0.58 2.14 0.22 
0.36 0.13 0.45 0.77 
1.86 1.83 1.46 0.59 
0.16 0.81 0.23 0.36 
0.32 0.26 0.17 0.16 
1.48 0.26 0.19 0.17 
0.51 0.41 1.45 0.17 
2.78 0.14 1.62 0.33 
0.17 5.51 0.21 1.22 
0.35 0.42   
Control 




Control  0007 
Zona central 
100 µm 2 
63 axones 0.69µm 2 
Área de los 




1.18 0.81 3.45 0.32 
2.01 0.64 0.19 0.13 
2.57 1.31 0.22 0.66 
0.25 0.47 0.4 0.16 
0.13 1.54 0.14 1.38 
0.84 1.7 0.26 0.22 
1.07 0.54 0.49 0.55 
0.71 0.29 0.44 2.31 
0.44 0.15 0.15 0.77 
0.64 0.69 0.34 0.92 
1.49 0.36 0.31 0.41 
1.35 0.64 0.5 0.16 
0.15 0.18 0.99 1.59 
0.16 0.85 0.17 0.69 
0.48 0.33 0.26 0.37 
0.36 0.14 0.19  
ApoE 
Ejemplar Superficie. Número de 
axones. 




100 µm 2 60 axones 0.91µm 2 





1.29 0.62 1.47 0.65 
1.96 2.69 0.43 0.14 
0.25 1.21 0.64 0.13 
0.4 0.93 0.75 0.23 
0.61 0.18 0.71 0.33 
0.21 1.04 0.91 0.3 
1.71 1.03 0.36 0.13 
0.54 0.51 0.14 3.99 
1.31 0.78 0.39 0.19 
0.73 0.4 1.2 2.52 
1.4 2.85 2.05 0.36 
0.45 1.51 1.57 0.4 
0.65 1.91 0.13 0.25 
2.59 0.16 1.57 0.78 
0.18 0.49 0.3 1.51 
Tabla 17                                                                              Tabla 18 
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100 µm 2 63 axones 1.19µm 2 
Área de los 




0.73 0.36 0.14 0.7 
1.71 0.94 0.66 0.67 
0.38 0.14 0.45 0.16 
0.69 3.57 0.29 0.87 
1.81 2.3 2.17 0.49 
0.57 0.17 1.17 2.21 
1.43 0.18 0.72 0.72 
0.34 1.46 0.36 0.25 
0.99 1.04 8.31 0.89 
0.27 3.48 0.44 1.78 
0.36 3.02 1.52 0.83 
1.65 1.03 0.75 2.14 
0.16 0.6 1.36 0.83 
1 0.48 0.4 0.85 
1.91 3.72 2.58 1.51 
0.62 0.74 1.26  
ApoE 
Ejemplar Superficie. Número de 
axones. 




100 µm 2 60 axones 0.91µm 2 





1.29 0.62 1.47 0.65 
1.96 2.69 0.43 0.14 
0.25 1.21 0.64 0.13 
0.4 0.93 0.75 0.23 
0.61 0.18 0.71 0.33 
0.21 1.04 0.91 0.3 
1.71 1.03 0.36 0.13 
0.54 0.51 0.14 3.99 
1.31 0.78 0.39 0.19 
0.73 0.4 1.2 2.52 
1.4 2.85 2.05 0.36 
0.45 1.51 1.57 0.4 
0.65 1.91 0.13 0.25 
2.59 0.16 1.57 0.78 
0.18 0.49 0.3 1.51 
ApoE 






100 µm 2 37 axones 1.31µm 2 
Área de los 




3.66 2.48 0.99 1.44 
0.62 0.87 0.94 0.37 
1.18 0.75 0.13 0.21 
0.42 0.56 1.91 1.65 
0.44 4.76 1.06 1.25 
1.62 0.17 2.39 0.19 
3.68 0.57 4.21 0.94 
1.05 0.18 0.29 2.38 
1.4 1.6 0.35 0.74 
1.26    
ApoE 






100 µm 2 42 axones 1.16µm 2 





1.47 4.02 0.17 0.47 
0.43 1.37 0.69 1.39 
0.17 1.01 2.07 0.9 
0.18 0.78 0.14 0.99 
1.46 1.17 3.57 0.27 
1.7 0.28 2.3 0.36 
1.99 2.34 1.16 0.36 
2.64 0.18 4.84 0.94 
0.2 0.9 1.43 1.96 
0.29 0.75 0.8 0.13 
0.16 0.36   



















































Ejemplar Superficie. Número de 
axones. 





100 µm 2 37 axones 1.1µm 2 
Área de los 
axones (µm 
2)   
  
  
1.46 0.17 0.24 1.65 
2.79 0.13 0.55 0.16 
0.61 2 3.09 1 
0.18 0.78 1.59 0.64 
0.91 1.06 1.91 0.75 
0.36 0.4 0.16 0.71 
0.14 0.25 0.49 2.55 
1.11 2.85 0.78 0.18 
3.85 1.51 1.51 1.51 
0.74       
ApoE 






100 µm 2 42 axones 1.17µm 2 





0.56 0.78 1.59 0.95 
0.86 2 1.46 1.85 
2.5 1.06 2.79 0.89 
1.08 2.55 0.61 0.89 
1.91 0.18 0.74 1.26 
1.6 1.51 0.13 0.74 
1.53 1.11 0.18 0.38 
0.42 3.85 0.93 0.29 
1.34 0.74 0.62 0.18 
0.77 0.37 2.33 1.08 
0.35 2.29   
ApoE+D 






100 µm 2 63 axones 1.21µm 2 
Área de los 
axones (µm 2)       
3.27 1.09 2.07 0.35 
3.23 5.86 0.68 0.17 
1.32 0.39 1.72 1.49 
0.94 0.66 0.23 0.19 
2.08 0.2 5.78 1.09 
3.09 2.02 0.84 0.2 
2.76 1.4 1.66 1.62 
0.94 0.35 9.37 0.22 
1.71 0.76 0.77 0.28 
0.45 0.37 0.81 0.29 
0.57 1.31 0.41 0.13 
0.67 2.39 0.88 0.19 
0.13 0.65 1.12 0.52 
0.41 0.44 1.09 0.29 
0.34 0.28 0.71 0.36 
0.43 0.15 0.49   
ApoE+D 




ApoE+D  0001 
Zona central 
100 µm 2 28 axones 1.34µm 2 
Área de los 




2.88 2.12 1.54 1.01 
0.14 0.14 0.87 2.7 
1.54 1.36 0.44 0.43 
0.6 0.18 0.75 1.26 
0.47 0.48 0.84 0.86 
3.92 0.5 0.17 3.07 
2.05 0.86 0.43 5.96 














                                                                                             





























100 µm 2 47 axones 1.31µm 2 
Área de los 




2.01 6.66 0.43 0.45 
2.73 0.21 0.54 0.36 
3.48 0.44 1.09 2.38 
0.73 0.48 0.82 0.78 
0.15 0.14 1.59 1.78 
0.14 1.31 1.01 1.7 
0.75 0.66 0.81 0.46 
4.5 0.29 0.93 6.48 
0.15 0.14 7.91 0.17 
0.46 1.29 0.22 1.34 
1.06 0.4 0.31 0.55 
0.5 0.62 0.24  
ApoE+D 






100 µm 2 61 axones 1.01µm 2 
Área de los 




0.18 1.06 0.16 0.14 
0.91 0.4 1 1.46 
0.36 0.25 3.27 2.79 
0.39 1.49 3.23 0.61 
0.66 0.19 1.32 0.17 
0.68 0.2 2.07 0.13 
1.72 1.11 2 0.84 
0.77 1.4 0.78 0.55 
0.81 2.02 3.09 0.29 
0.65 0.94 2.08 0.78 
0.75 0.87 3.85 1.51 
0.39 0.43 0.74 0.61 
0.15 0.59 0.88 0.34 
0.88 0.71 1.19 0.57 
0.18 0.13 1.51 0.71 
 1.51    
ApoE+D 




ApoE+D  0005 
Zona central 
100 µm 2 51 axones 1.27µm 2 
Área de los 
axones (µm 2)       
0.94 3.42 0.72 1.7 
0.51 0.45 2.26 0.52 
0.96 3.23 0.35 0.96 
0.3 1.36 0.75 1.46 
4.74 0.17 2.52 0.48 
1.24 0.19 1.94 1.75 
0.13 0.14 3.15 3.04 
0.73 5.56 1.03 0.36 
0.64 0.15 0.31 7.02 
0.52 0.16 0.75 1.13 
0.88 0.6 1.15 1.09 
0.14 0.24 1.08 0.95 















                             
 
                                                                          
ApoE+D 
Ejemplar Superficie. Número de 
axones. 




100 µm 2 49 axones 1.04µm 2 
Área de los 
axones (µm 2)       
1.09 0.23 1.09 1.65 
0.2 2.78 2.86 0.24 
1.62 1.09 1.66 0.75 
0.35 1.59 3.37 2.55 
0.17 1.91 0.22 0.28 
0.35 2.76 0.37 0.16 
0.76 0.94 1.31 0.49 
1.85 1.71 0.13 0.64 
0.41 1.42 0.19 0.64 
0.45 1.39 0.52 0.56 
1.43 1.27 1.08 0.25 
0.81 0.84 1.94 0.14 
















ApoE+D  0006 
Zona periférica 
100 µm 2 59 axones 0.98µm 2 
Área de los 
axones (µm 2)       
0.43 1.59 0.92 1.21 
0.15 1.5 5.97 0.43 
0.54 1.3 0.35 0.27 
6.13 0.88 0.34 0.54 
0.31 2.46 0.23 0.26 
0.4 0.48 0.93 0.35 
0.2 1.39 0.49 0.38 
1.32 1.55 0.47 0.47 
0.16 0.4 0.24 1 
3.61 1.86 1.15 0.15 
1.28 0.17 2.03 0.15 
0.26 2.11 1.01 0.66 
0.8 1.17 1.85 0.52 
0.14 0.42 0.46 1.15 
0.76 0.14 0.23   
 































Tabla 32.-                                                  Tabla 33.--                                                       
 
 










PTEN  0001 
Zona central 
100 µm 2 50 axones 1.29µm 2 
Área de los 




5.01 0.22 0.24 0.38 
1.24 0.26 0.56 0.6 
0.87 0.42 1.96 0.89 
6.95 0.53 1.37 1.37 
2.77 0.22 2.39 0.86 
2.57 6.51 0.68 0.78 
0.28 2.99 0.45 0.81 
4.64 0.39 3.89 0.21 
0.51 0.63 0.33 0.55 
0.63 0.86 0.27 1.46 
0.28 1.49 0.49 0.93 
0.15 0.54 0.3 0.26 
0.13 1.39   
PTEN 




PTEN  0002 
Zona 
periférica 
100 µm 2 40 axones 1.53µm 2 
Área de los 
axones (µm 2)  
 
 
1.51 0.17 2.04 1.86 
1.95 1.56 0.55 0.23 
1.8 2.04 3.27 1.27 
2.47 0.19 0.34 0.24 
2.55 1.53 3.49 0.6 
1.04 2.88 0.65 0.52 
8.12 0.38 4.47 0.15 
4.22 3.63 0.93 0.29 
0.77 1.4 0.58 0.19 
0.34 0.19 0.52 0.32 
PTEN 




PTEN  0003 
Zona central 
100 µm 2 46 axones 0.99µm 2 
Área de los 




0.57 0.52 0.54 0.34 
1.09 0.52 0.22 3.16 
2.47 0.28 1.7 0.76 
0.57 0.55 0.69 0.73 
2.51 0.52 3.77 0.27 
2.87 0.19 4.68 0.63 
0.53 2.07 1.82 0.32 
0.73 1.3 0.69 0.25 
0.25 0.46 0.16 0.88 
0.21 0.13 0.18 2.14 
0.88 0.83 0.64 0.48 
0.16 0.32   
PTEN 






100 µm 2 46 axones 1.17µm 2 





2 1.85 0.78 1.59 
1.06 0.89 2.55 0.89 
1.46 0.95 0.18 1.51 
2.79 0.56 0.38 1.11 
0.61 0.86 0.29 0.18 
0.74 1.26 0.18 1.53 
0.13 0.74 1.08 0.42 
2.5 1.91 1.18 0.35 
1.08 1.6 0.93 3.85 
0.74 0.62 2.33 0.37 
1.16 0.77 2.29 1.34 
1.19 1.15   
                                                                                                    
Tabla 34.-                                             Tabla 35.-                                      
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Tabla 36.-     
                               
 









PTEN  0005 
Zona central 
100 µm 2 41 axones 1.15µm 2 
Área de los 




2.39 0.71 0.25 0.66 
1.72 1.41 0.69 0.31 
0.17 2.19 2.03 0.55 
0.92 2.64 0.34 0.8 
1.17 0.27 2.31 4.94 
0.52 0.43 0.27 1.26 
0.23 0.28 3.39 2.08 
0.45 1.17 1.38 0.88 
0.64 0.32 0.61 0.47 
1.37 0.55 0.67 0.34 
3.67    
PTEN 




PTEN  0006 
Zona 
periférica 
100 µm 2 54 axones 0.96µm 2 





2.3 2.9 2.96 4.05 
0.47 0.26 2.54 0.31 
0.46 0.38 0.2 0.21 
0.26 2.32 0.17 0.66 
0.74 0.44 0.17 0.16 
0.14 0.3 0.13 2.35 
0.56 0.43 0.29 0.32 
0.74 0.4 0.33 0.35 
0.18 2.69 0.16 0.22 
0.87 0.45 0.99 0.34 
2.07 7.1 0.88 1.8 
0.41 0.18 0.32 0.19 
1.4 1.46 0.57 0.14 
0.92 0.62   
PTEN 




PTEN  0007 
Zona central 
100 µm 2 39 axones 1.38µm 2 
Área de los 




0.22 0.46 0.81 0.19 
3.73 0.51 0.81 0.15 
5.81 2.1 0.17 0.99 
0.94 1.14 0.93 0.38 
0.23 1.53 0.82 1.17 
0.85 0.74 1.8 0.22 
3.35 0.33 3.45 0.15 
0.45 0.82 0.16 2.95 
1.58 1.81 5.39 0.53 
1.05 0.91 4.29  
P27 




P27 0001   
Zona central 
100 µm 2 49 axones 1.85µm 2 
Área de los 
axones (µm 2)       
5.29 0.16 3.08 3.66 
4.51 0.18 0.5 0.34 
0.42 0.31 3.6 2.8 
5.17 0.21 3.38 0.53 
1.69 0.81 2.43 2.78 
0.13 3.69 4.94 3.92 
1.36 1.93 0.3 1.26 
2.06 0.33 4.33 0.2 
0.14 0.75 0.28 0.98 
2.76 0.79 0.25 1.85 
2.66 0.63 3.33 1.92 
1.39 0.91 1.43 3.18 





























P27 0002    
Zona periférica 
100 µm 2 52 axones 1.26µm 2 
Área de los 




3.04 5.45 0.76 0.82 
0.22 0.35 0.46 0.49 
3.96 0.23 2.74 7.18 
0.15 0.16 3.26 0.2 
1.56 0.16 2.74 0.14 
1.04 2.02 1.57 0.73 
0.3 0.18 0.75 0.88 
0.17 0.18 1.01 0.49 
0.48 0.16 0.24 0.91 
4.76 0.78 3.65 0.47 
3.14 0.31 0.17 0.48 
0.16 0.2 0.39 4.92 
0.74 0.18 0.25 0.18 
P27 




P27 0003   
Zona central
100 µm 2 56 axones 1.36µm 2 
Área de los 
axones (µm 2)  
 
 
2.41 1.55 0.37 0.49 
3.83 0.85 4.78 0.21 
0.33 0.54 0.2 0.34 
0.46 0.3 0.89 0.24 
1.46 0.73 0.78 2.06 
0.21 2.68 6.72 0.45 
0.14 0.26 0.38 0.74 
0.41 0.27 1.79 0.35 
0.16 0.3 0.24 0.84 
0.2 5.38 5.85 0.32 
1.51 7.42 1.27 0.63 
0.96 2.96 1.55 0.95 
0.24 0.23 0.61 3.75 
1.42 0.33 0.32 1.7 
P27 




P27 0004   
Zona periférica 
100 µm 2 51 axones 1.38µm 2 
Área de los 




2.39 0.52 0.76 0.56 
1.27 2.08 2.85 0.25 
0.84 1.94 0.41 0.14 
1.09 9.37 1.09 3.09 
5.86 0.22 0.2 1.59 
1.66 0.37 1.62 1.91 
1.65 2.76 0.35 0.23 
0.24 0.94 0.17 5.78 
0.75 1.71 0.35 0.28 
2.55 0.49 1.39 0.45 
0.16 0.64 0.13 1.43 
0.19 0.64 1.42 0.45 
0.81 1.31 1.37  
P27 




P27 0005    
Zona central 
100 µm 2 44 axones 1.71µm 2 
Área de los 
axones (µm 2)  
 
 
2.45 1.18 0.19 1.53 
1.37 2.97 0.52 8.59 
2.88 0.67 0.23 2.38 
0.43 0.54 9.51 0.53 
0.14 6.92 0.29 0.19 
1.59 1.57 0.5 0.83 
0.19 0.21 3.54 0.16 
0.44 0.43 2.02 2.12 
0.72 0.19 3.47 3.12 
2.45 0.42 0.19 3.33 
1.53 0.77 1.43 0.94 
 















Tabla 44.-                                     Tabla 45.- 
 
 
   El resultado en cuanto a la cantidad de axones contabilizados en cada uno de los 
grupos se muestra en la Tabla 46. El número total de axones analizados en  las 










Tabla 46.- Se sintetizan los resultados obtenidos en las anteriores tablas por 
grupos.                               
 
 
Grupo Número de animales Axones Contabilizados Área Media por axón (µm 2) 
Control 7 453 0.8+/-0.95
ApoE 7 339 1.13+/-1.05
ApoE+D 7 358 1.16+/-1.31
PTEN 7 316 1.21+/-1.29
P27 7 364 1.46+/-1.74
P27 




P27 0006   
Zona 
periférica 
100 µm 2 53 axones 1.34µm 2 
Área de los 
axones (µm 2)  
 
 
0.2 0.42 0.36 0.26 
0.88 1.73 0.18 0.19 
4.1 3.03 0.28 1.52 
1.32 0.73 0.69 2.14 
6.93 6.08 1.56 0.16 
0.3 0.7 3.96 0.4 
0.28 0.3 0.46 0.71 
2.32 0.3 0.46 0.74 
0.66 0.92 0.34 0.36 
1.52 0.42 1.72 1.65 
1.74 0.63 0.3 0.33 
0.32 0.29 0.67 0.27 
1.83 7.03 5.34 0.36 
0.68    
P27 




P27 0007   Zona 
central 
100 µm 2 59 axones 1.36µm 2 
Área de los 
axones (µm2)       
0.22 9.17 0.4 0.69 
0.37 3.03 0.71 1.56 
2.76 0.73 0.46 1.62 
1.32 6.08 0.46 0.17 
6.93 0.28 1.71 1.65 
0.3 0.45 0.49 0.36 
5.78 0.26 0.63 1.43 
0.88 0.19 0.29 0.45 
4.1 1.52 0.36 0.42 
0.16 0.66 0.18 1.94 
1.91 0.2 1.73 0.35 
0.23 0.16 0.32 0.2 
0.24 0.35 0.69 0.96 
3.1 2.52 0.96 0.52 
1.51 1.1 1.93   
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   En cuanto al resultado del cálculo del área media axonal, destaca la existencia en los 
ratones pertenecientes al grupo P27 de superficies transversales  mucho mayores que 
en el grupo control.  
   El grupo PTEN presenta, aunque en menor cuantía que el grupo P27, axones ópticos 
también mayores con respecto al grupo Control. El tamaño de los axones de los grupos 
ApoE y ApoE+D es semejante al presente en los PTEN. 
   Existieron diferencias estadísticamente significativas al comparar cada uno de los 
grupos con el grupo Control, pero no hubo significación entre el grupo ApoE y ApoE+D 
(Gráfica 5.-)  
 
 







Control ApoE ApoE+D PTEN P27
 
Gráfica 5.- Los datos son las
medias +/- DT. Como reflejan
las   estrellas ( ) )   existieron
diferencias estadísticamente
significativas al comparar el
grupo Control con el ApoE
(P=0.002), con el ApoE+D 
 
 (P=0.001), PTEN (P<0.001) y P27(P<0.001), sin embargo no existen diferencias






   En cuanto a la densidad axonal, expresada como el número de axones contabilizados 
en 700 µm2  para cada uno de los distintos grupos, observamos una tendencia inversa a 
la expuesta en las medidas de las áreas axonales, es decir, al ser  de mayor tamaño los 
axones de los grupos del estudio al compararlos con el Control, el número de estos por 
unidad de superficie es menor y por tanto su densidad (Gráfica 6.-). 
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                                                                                                         Resultados. 
 












Control ApoE ApoE+D PTEN P27
Gráfica 6.- Existe
significación estadística
al comparar la densidad
axonal de cada uno de






























                                                                                                         Resultados. 
 
RESULTADOS DEL CÁLCULO DE LAS SUPERFICIES DE LOS NERVIOS 
ÓPTICOS. DEL CÁLCULO DE LAS SUPERFICIES DE LOS NERVIOS 
ÓPTICOS.  
 
   En las tablas 47 a 51 se detallan los resultados de los cálculos de las superficies 
trasversas de los NO obtenidas por medio de microscopía óptica. Cada una de las 
tablas va encabezada por el código de color de su grupo y en ellas figuran, a la 
izquierda el número identificativo de cada ejemplar y a la derecha la superficie en 




Ejemplar Área  mµ2 
control 0001 114678 
control 0002 129997 
control 0003 103770 
control 0004 132278 
control 0005 139120 
control 0006 179031 
control 0007 114033 
control 0008 120987 
control 0009 117890 
control 0010 122435 
control 0011 124745 
control 0012 114528 
control 0013 129065 
control 0014 116794 
control 0015 118790 
MEDIA+/-DT 125209+/-17277 
ApoE 
Ejemplar Área  mµ2 
ApoE 0001 179031 
ApoE 0002 158505 
ApoE 0003 166488 
ApoE 0004 189294 
ApoE 0005 140260 
ApoE 0006 117453 
ApoE 0007 165765 
ApoE 0008 171234 
ApoE 0009 160976 
ApoE 0010 166752 
ApoE 0011 173450 
ApoE 0012 163432 
ApoE 0013 171548 
ApoE 0014 164532 
ApoE 0015 150982 
MEDIA+/-DT162646+/-16889
ApoE+D 
Ejemplar Área  mµ2 
ApoE+D 0001 160873 
ApoE+D 0002 166754 
ApoE+D 0003 156987 
ApoE+D 0004 168945 
ApoE+D 0005 143245 
ApoE+D 0006 161459 
ApoE+D 0007 171287 
ApoE+D 0008 164387 
ApoE+D 0009 161289 
ApoE+D 0010 181549 
ApoE+D 0011 165176 
ApoE+D 0012 155693 
ApoE+D 0013 158720 
ApoE+D 0014 163690 
ApoE+D 0015 157634 
MEDIA+/-DT 162512+/-8462
Tabla 47                              tabla48                     tabla 49 
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      Tabla 50                                                            tabla 51 
   
 
 
   Como ocurrió en las mediciones de las áreas axonales, al obtener los valores de las 
superficies trasversales de los NO, hemos detectado un aumento muy importante de 
estas en el grupo P27, seguido por el grupo PTEN, ApoE+D y ApoE, en este orden. 
Tampoco en este caso se halló significación estadística entre los grupos ApoE y 
ApoE+D. 
 













de  cada uno de los grupos
con respecto al grupo
control (P<0.001). No
existieron diferencias al
comparar los grupos ApoE
y ApoE+D. 
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RESULTADO DEL CÁLCULO DEL ÍNDICE DE MIELINIZACIÓN. 
 
   En las tablas de la 52 a la 60 se muestran los resultados de las mediciones 
realizadas de cada uno de los axones. Como anteriormente el color y el 
encabezamiento de cada tabla identifica el grupo de estudio al que pertenecen los 
axones. Dentro de cada grupo se han dividido los axones en pequeños, medianos y 
grandes, como así consta también en el encabezamiento de cada tabla.  
   Como se indicó en el apartado de material y métodos, dentro de cada celda constan 
tres números, el superior corresponde al diámetro medio del axón, el del medio al 
espesor de la mielina y bajo, en negrita, figura el índice de mielinización obtenido a 
partir de los dos primeros.  
   En la Tabla 67 figuran los resultados medios obtenidos para cada tamaño axonal y 

































                                                                                                         Resultados. 
GRUPO Control, axones pequeños. 
0.725 0.915 0.68 0.47 0.765 0.86 0.36 0.77 0.495 0.73 
0.05 0.1 0.13 0.09 0.13 0.09 0.09 0.11 0.13 0.14 
0.06896552 0.10928962 0.19117647 0.19148936 0.16993464 0.10465116 0.25 0.14285714 0.26262626 0.19178082 
0.96 0.78 0.43 0.595 0.53 0.815 0.43 0.845 0.64 0.76 
0.14 0.13 0.1 0.09 0.08 0.15 0.1 0.1 0.38 0.13 
0.14583333 0.16666667 0.23255814 0.1512605 0.1509434 0.18404908 0.23255814 0.1183432 0.59375 0.17105263 
0.605 0.755 0.565 0.805 0.825 0.85 0.75 0.85 0.785 0.525 
0.07 0.03 0.11 0.11 0.08 0.06 0.13 0.1 0.12 0.16 
0.11570248 0.0397351 0.19469027 0.13664596 0.0969697 0.07058824 0.17333333 0.11764706 0.15286624 0.3047619 
0.845 0.365 0.78 0.885 0.95 0.43 0.8 0.66 0.72 0.625 
0.12 0.07 0.16 0.13 0.09 0.12 0.12 0.07 0.08 0.11 
0.14201183 0.19178082 0.20512821 0.14689266 0.09473684 0.27906977 0.15 0.10606061 0.11111111 0.176 
0.31 0.685 0.585 0.525 0.68 0.79 0.35 0.805 0.81 0.805 
0.13 0.11 0.12 0.12 0.12 0.1 0.05 0.09 0.1 0.2 
0.41935484 0.16058394 0.20512821 0.22857143 0.17647059 0.12658228 0.14285714 0.11180124 0.12345679 0.2484472 
0.575 0.765 0.45 0.81 0.645 0.8 0.8 0.8 0.96 0.74 
0.13 0.1 0.09 0.13 0.1 0.09 0.12 0.08 0.15 0.19 
0.22608696 0.13071895 0.2 0.16049383 0.15503876 0.1125 0.15 0.1 0.15625 0.25675676 
0.615 0.95 0.575 0.44 0.64 0.735 0.405 0.5 0.97 0.81 
0.07 0.13 0.13 0.11 0.14 0.11 0.12 0.09 0.18 0.11 
0.11382114 0.13684211 0.22608696 0.25 0.21875 0.14965986 0.2962963 0.18 0.18556701 0.13580247 
0.72 0.505 0.94 0.485 0.41 0.965 0.535 0.695 0.925 0.715 
0.16 0.1 0.13 0.09 0.11 0.16 0.08 0.1 0.15 0.11 
0.22222222 0.1980198 0.13829787 0.18556701 0.26829268 0.16580311 0.14953271 0.14388489 0.16216216 0.15384615 
0.8 0.695 0.5 0.535 0.85 0.72 0.63 0.5 0.345 0.71 
0.17 0.17 0.12 0.12 0.18 0.19 0.08 0.1 0.1 0.14 
0.2125 0.24460432 0.24 0.22429907 0.21176471 0.26388889 0.12698413 0.2 0.28985507 0.1971831 
0.805 0.66 0.345 0.4 0.99 0.885 0.975 0.69 0.75 0.38 
0.15 0.09 0.11 0.1 0.11 0.11 0.14 0.1 0.14 0.1 
0.1863354 0.13636364 0.31884058 0.25 0.11111111 0.12429379 0.14358974 0.14492754 0.18666667 0.26315789 
0.525 0.795 0.915 0.915 0.955 0.805 0.47 0.88 0.53 0.635 
0.1 0.12 0.15 0.14 0.15 0.12 0.09 0.12 0.14 0.07 
0.19047619 0.1509434 0.16393443 0.15300546 0.15706806 0.14906832 0.19148936 0.13636364 0.26415094 0.11023622 
0.705 0.73 0.485 0.765 0.85 0.65 0.735 0.745 0.4 0.565 
0.12 0.1 0.14 0.11 0.09 0.1 0.14 0.08 0.13 0.08 
0.17021277 0.1369863 0.28865979 0.14379085 0.10588235 0.15384615 0.19047619 0.10738255 0.325 0.14159292 
0.69 0.595 0.455 0.77 0.73 0.5 0.78 0.445 0.495 0.735 
0.12 0.1 0.08 0.1 0.1 0.09 0.1 0.07 0.12 0.08 
0.17391304 0.16806723 0.17582418 0.12987013 0.1369863 0.18 0.12820513 0.15730337 0.24242424 0.10884354 
0.67 0.67 0.475 0.795 0.41 0.68 0.79 0.605 0.62 0.485 
0.09 0.12 0.09 0.15 0.08 0.12 0.15 0.12 0.12 0.14 
0.13432836 0.17910448 0.18947368 0.18867925 0.19512195 0.17647059 0.18987342 0.19834711 0.19354839 0.28865979 
0.595 0.535         
0.14 0.14         
0.23529412 0.26168224         
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                                                                                                         Resultados. 









GRUPO Control, axones medianos. 
1,525 1,03 1,45 1,285 1,495 1,22 1,08 1,025 1,26 1,35 
0,14 0,12 0,25 0,1 0,19 0,05 0,12 0,12 0,12 0,12 
0,09180328 0,11650485 0,17241379 0,07782101 0,1270903 0,04098361 0,111111111 0,11707317 0,0952381 0,08888889 
1,35 1,075 1,695 1,015 1,165 1,22 1,18 1,45 1,08 1,085 
0,11 0,08 0,15 0,13 0,11 0,17 0,16 0,2 0,08 0,1 
0,08148148 0,0744186 0,08849558 0,12807882 0,0944206 0,13934426 0,13559322 0,13793103 0,07407407 0,0921659 
1,465 1,615 1,215 1,025 1,08 1,335 1,33 1,32 1,44 1,445 
0,14 0,13 0,07 0,09 0,08 0,13 0,14 0,13 0,11 0,14 
0,09556314 0,08049536 0,05761317 0,08780488 0,07407407 0,09737828 0,105263158 0,09848485 0,07638889 0,09688581 
1,275 1,32 1,33 1,39 1,275 1,425 1,02 1,05 1,155 1,65 
0,16 0,23 0,12 0,14 0,16 0,17 0,12 0,16 0,14 0,13 
0,1254902 0,17424242 0,09022556 0,10071942 0,1254902 0,11929825 0,117647059 0,15238095 0,12121212 0,07878788 
1,02 1,54 1,14 1,175 1,115 1,35 1,23 1,23 1,01 1,105 
0,1 0,12 0,14 0,13 0,11 0,13 0,15 0,16 0,11 0,15 
0,09803922 0,07792208 0,12280702 0,1106383 0,09865471 0,0962963 0,12195122 0,1300813 0,10891089 0,13574661 
1,65 1,22 1,195 1,445 1,21 1,22 1,15 1,195 1,695 1,07 
0,15 0,12 0,13 0,15 0,11 0,13 0,17 0,11 0,19 0,11 
0,09090909 0,09836066 0,10878661 0,10380623 0,09090909 0,10655738 0,147826087 0,09205021 0,1120944 0,10280374 
1,565 1,055 1,695 1,11 1,675      
0,21 0,16 0,14 0,14 0,2      
0,1341853 0,15165877 0,08259587 0,12612613 0,11940299      
GRUPO Control, axones grandes. 
2,175 1,77 2,145 1,8 2,18 1,765 2,175 2,39 1,755 1,77 
0,22 0,17 0,28 0,25 0,22 0,27 0,23 0,2 0,19 0,22 
0,10114943 0,0960452 0,13053613 0,13888889 0,10091743 0,1529745 0,10574713 0,08368201 0,10826211 0,12429379 
2,08 2,005 2,245 1,75 1,895 2,225 1,785    
0,22 0,1 0,21 0,12 0,21 0,14 0,24    
0,10576923 0,04987531 0,0935412 0,06857143 0,11081794 0,06292135 0,13445378    
 
 












GRUPO ApoE, axones pequeños. 
0,625 0,575 0,705 0,87 0,88 0,835 0,665 0,965 0,945 0,91 
0,1 0,18 0,19 0,12 0,2 0,11 0,19 0,16 0,17 0,2 
0,16 0,31304348 0,26950355 0,13793103 0,22727273 0,13173653 0,28571429 0,16580311 0,17989418 0,21978022 
0,675 0,6 0,58 0,735 0,825 0,76 0,745 0,75 0,905 0,89 
0,18 0,11 0,09 0,13 0,1 0,11 0,16 0,14 0,09 0,18 
0,26666667 0,18333333 0,15517241 0,17687075 0,12121212 0,14473684 0,2147651 0,18666667 0,09944751 0,20224719 
0,91 0,725 0,79 0,715 0,725 1,28 1,365 1,525 1,62 1,63 
0,12 0,17 0,11 0,17 0,13 0,16 0,12 0,19 0,29 0,06 
0,13186813 0,23448276 0,13924051 0,23776224 0,17931034 0,125 0,08791209 0,12459016 0,17901235 0,03680982 
1,035 0,905 0,79 0,69 0,895 0,355 0,73 0,705 0,685 0,715 
0,15 0,09 0,16 0,19 0,19 0,03 0,18 0,04 0,15 0,12 
0,14492754 0,09944751 0,20253165 0,27536232 0,2122905 0,08450704 0,24657534 0,05673759 0,2189781 0,16783217 
0,715 0,68 0,72 0,59 0,685 0,77 0,67 0,875 0,48 0,87 
0,12 0,09 0,17 0,12 0,1 0,03 0,09 0,11 0,07 0,04 
0,16783217 0,13235294 0,23611111 0,20338983 0,1459854 0,03896104 0,13432836 0,12571429 0,14583333 0,04597701 
0,55 0,715 0,595 0,53 0,57 0,79 1 0,44 0,57 0,585 
0,07 0,12 0,07 0,06 0,04 0,14 0,19 0,11 0,08 0,05 
0,12727273 0,16783217 0,11764706 0,11320755 0,07017544 0,17721519 0,19 0,25 0,14035088 0,08547009 
0,595 0,955 0,85 0,955 0,705 0,575 0,865 0,855 0,66 0,815 
0,05 0,11 0,06 0,11 0,07 0,08 0,1 0,04 0,03 0,08 
0,08403361 0,11518325 0,07058824 0,11518325 0,09929078 0,13913043 0,11560694 0,04678363 0,04545455 0,09815951 
0,595 0,34 0,495 0,48 0,675 0,475 0,625 0,7 0,33 0,395 
0,05 0,18 0,2 0,14 0,17 0,08 0,17 0,19 0,18 0,09 
0,08403361 0,52941176 0,4040404 0,29166667 0,25185185 0,16842105 0,272 0,27142857 0,54545455 0,2278481 
0,555 0,715 0,76 0,47 0,585 0,75 0,39 0,8 0,775 0,46 
0,18 0,14 0,14 0,08 0,15 0,14 0,11 0,11 0,19 0,12 
0,32432432 0,1958042 0,18421053 0,17021277 0,25641026 0,18666667 0,28205128 0,1375 0,24516129 0,26086957 
0,97 0,56 0,55 0,685 0,555 0,545 0,865 0,6 1 0,52 
0,1 0,05 0,12 0,12 0,08 0,06 0,14 0,09 0,13 0,07 
0,10309278 0,08928571 0,21818182 0,17518248 0,14414414 0,11009174 0,16184971 0,15 0,13 0,13461538 
0,515 0,71 0,485 0,565 0,59 0,775 0,61 0,83 0,865 0,415 
0,07 0,12 0,1 0,12 0,12 0,12 0,14 0,19 0,19 0,13 
0,13592233 0,16901408 0,20618557 0,21238938 0,20338983 0,15483871 0,2295082 0,22891566 0,21965318 0,31325301 
0,65 0,625 0,915 0,715 0,815 0,51 0,87 0,83 0,67 0,985 
0,08 0,11 0,14 0,12 0,14 0,12 0,17 0,12 0,13 0,13 
0,12307692 0,176 0,15300546 0,16783217 0,17177914 0,23529412 0,1954023 0,14457831 0,19402985 0,1319797 
0,785 0,51 0,51 0,575 0,58 0,835 0,7 0,8 0,95 0,49 
0,16 0,15 0,14 0,15 0,14 0,11 0,19 0,16 0,18 0,12 
0,20382166 0,29411765 0,2745098 0,26086957 0,24137931 0,13173653 0,27142857 0,2 0,18947368 0,24489796 
0,865 0,6         
0,16 0,19         
























GRUPO ApoE, axones medianos. 
1,595 1,23 1,035 1,11 1,585 1,03 1,085 1,37 1,455 1,395 
0,28 0,14 0,11 0,2 0,24 0,06 0,05 0,05 0,16 0,14 
0,17554859 0,11382114 0,10628019 0,18018018 0,15141956 0,05825243 0,046082949 0,03649635 0,10996564 0,10035842 
1,575 1,165 1,3 1,04 1,085 1,18 1,305 1,275 1,59 1,015 
0,12 0,06 0,05 0,07 0,08 0,07 0,16 0,14 0,07 0,06 
0,07619048 0,05150215 0,03846154 0,06730769 0,07373272 0,05932203 0,122605364 0,10980392 0,04402516 0,0591133 
1,49 1,42 1,055 1,06 1,07 1,255 1,245 1,31 1,35 1,17 
0,15 0,12 0,1 0,11 0,1 0,09 0,12 0,07 0,11 0,09 
0,10067114 0,08450704 0,09478673 0,10377358 0,09345794 0,07171315 0,096385542 0,05343511 0,08148148 0,07692308 
1,115 1,18 1,19 1,085 1,67 1,125 1,115 1,445 1,015 1,7 
0,07 0,07 0,16 0,08 0,14 0,22 0,13 0,21 0,17 0,16 
0,06278027 0,05932203 0,13445378 0,07373272 0,08383234 0,19555556 0,116591928 0,14532872 0,16748768 0,09411765 
1,15 1,025 1,14 1,015 1,69 1,025 1,28 1,275 1,13 1,075 
0,15 0,14 0,17 0,26 0,17 0,1 0,16 0,09 0,25 0,25 
0,13043478 0,13658537 0,14912281 0,25615764 0,10059172 0,09756098 0,125 0,07058824 0,22123894 0,23255814 
1,155 1,14 1,035 1,045 1,39 1,07 1,645 1,35 1,08 1,345 
0,08 0,13 0,1 0,26 0,2 0,06 0,13 0,19 0,17 0,08 
0,06926407 0,11403509 0,09661836 0,24880383 0,14388489 0,05607477 0,079027356 0,14074074 0,15740741 0,05947955 
1,135 1,625 1,22 1,315 1,7 1,025 1,64 1,265 1,315 1,695 
0,07 0,17 0,1 0,23 0,12 0,07 0,14 0,14 0,11 0,18 
0,06167401 0,10461538 0,08196721 0,17490494 0,07058824 0,06829268 0,085365854 0,11067194 0,08365019 0,10619469 
1,01 1,07 1,01 1,445       
0,19 0,24 0,07 0,21       
0,18811881 0,22429907 0,06930693 0,14532872       
GRUPO ApoE, axones grandes. 
1,97 2,435 2 2,59 2,5 2,23 2,73 1,81 1,705 2,45 
0,21 0,26 0,09 0,18 0,24 0,26 0,1 0,21 0,21 0,21 
0,10659898 0,10677618 0,045 0,06949807 0,096 0,11659193 0,03663004 0,1160221 0,12316716 0,08571429 
1,77 2,825 1,72 2,275 1,715 1,735 1,87 1,81   
0,19 0,21 0,14 0,15 0,13 0,17 0,15 0,2   
0,10734463 0,07433628 0,08139535 0,06593407 0,07580175 0,09798271 0,0802139 0,11049724   
 




                                                                                                         Resultados. 
 
GRUPO ApoE+D, axones pequeños. 
0,48 0,72 0,91 0,735 0,98 0,745 0,545 0,75 0,505 0,665 
0,13 0,1 0,21 0,1 0,11 0,07 0,15 0,13 0,12 0,11 
0,27083333 0,13888889 0,23076923 0,13605442 0,1122449 0,09395973 0,27522936 0,17333333 0,23762376 0,16541353 
0,705 0,795 0,735 0,76 0,685 0,75 0,775 0,67 0,955 0,905 
0,12 0,13 0,14 0,13 0,12 0,12 0,17 0,09 0,16 0,15 
0,17021277 0,16352201 0,19047619 0,17105263 0,17518248 0,16 0,21935484 0,13432836 0,16753927 0,16574586 
0,82 0,705 0,925 0,775 0,385 0,8 0,74 0,86 0,545 0,935 
0,14 0,19 0,1 0,16 0,16 0,11 0,13 0,13 0,1 0,12 
0,17073171 0,26950355 0,10810811 0,20645161 0,41558442 0,1375 0,17567568 0,15116279 0,18348624 0,12834225 
0,66 0,92 0,91 0,735 0,63 0,48 0,78 0,725 0,525 0,93 
0,09 0,17 0,19 0,1 0,13 0,11 0,11 0,1 0,1 0,14 
0,13636364 0,18478261 0,20879121 0,13605442 0,20634921 0,22916667 0,14102564 0,13793103 0,19047619 0,15053763 
0,705 0,68 0,785 0,505 0,56 0,455 0,935 0,75 0,835 0,57 
0,13 0,1 0,17 0,12 0,1 0,13 0,11 0,11 0,1 0,13 
0,18439716 0,14705882 0,21656051 0,23762376 0,17857143 0,28571429 0,11764706 0,14666667 0,11976048 0,22807018 
0,615 0,555 0,55 0,64 0,72 0,46 0,495 0,605 0,705 0,715 
0,09 0,15 0,12 0,13 0,15 0,13 0,08 0,07 0,11 0,12 
0,14634146 0,27027027 0,21818182 0,203125 0,20833333 0,2826087 0,16161616 0,11570248 0,15602837 0,16783217 
0,675 0,67 0,715 0,445 0,7 0,575 0,755 0,915 0,775 0,715 
0,1 0,09 0,12 0,1 0,13 0,13 0,1 0,15 0,16 0,1 
0,14814815 0,13432836 0,16783217 0,2247191 0,18571429 0,22608696 0,13245033 0,16393443 0,20645161 0,13986014 
0,91 0,68 0,81 0,42 0,64 0,965 0,495 0,865 0,7 0,395 
0,19 0,16 0,12 0,06 0,13 0,14 0,21 0,09 0,2 0,08 
0,20879121 0,23529412 0,14814815 0,14285714 0,203125 0,14507772 0,42424242 0,10404624 0,28571429 0,20253165 
0,705 0,76 0,685 0,77 0,67 0,875 0,48 0,58 0,735 0,825 
0,08 0,13 0,11 0,02 0,1 0,1 0,08 0,08 0,14 0,09 
0,11347518 0,17105263 0,16058394 0,02597403 0,14925373 0,11428571 0,16666667 0,13793103 0,19047619 0,10909091 
0,76 0,745 0,75 0,51 0,87 0,83 0,67 0,985 0,835 0,665 
0,12 0,15 0,15 0,11 0,18 0,11 0,14 0,18 0,12 0,18 
0,15789474 0,20134228 0,2 0,21568627 0,20689655 0,13253012 0,20895522 0,18274112 0,14371257 0,27067669 
0,965 0,945 0,91 0,675 0,6 0,55 0,64 0,72 0,46 0,495 
0,17 0,16 0,21 0,17 0,12 0,11 0,14 0,14 0,14 0,07 
0,1761658 0,16931217 0,23076923 0,25185185 0,2 0,2 0,21875 0,19444444 0,30434783 0,14141414 
0,605 0,505 0,665 0,705 0,795 0,735 0,58 0,835 0,7 0,8 
0,09 0,13 0,1 0,13 0,12 0,13 0,15 0,1 0,2 0,15 
0,14876033 0,25742574 0,15037594 0,18439716 0,1509434 0,17687075 0,25862069 0,11976048 0,28571429 0,1875 
0,95 0,49 0,865 0,825 0,76 0,745 0,75 0,905 0,87 0,83 
0,19 0,11 0,17 0,09 0,12 0,17 0,15 0,1 0,16 0,13 
0,2 0,2244898 0,19653179 0,10909091 0,15789474 0,22818792 0,2 0,11049724 0,18390805 0,15662651 
0,67          
0,14          
0,20895522          
 
Tabla 58.- En negrita, en la parte inferior de cada celda consta el índice de 
mielinización. 
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Tabla 59.- En negrita, en la parte inferior de cada celda consta el índice de 
mielinización. 
 
GRUPO ApoE+D, axones medianos 
1,06 1,515 1,55 1,115 1,435 1,105 1,45 1,415 1,595 1,38 
0,12 0,17 0,13 0,15 0,09 0,16 0,13 0,12 0,14 
0,11320755 0,11221122 0,11612903 0,11659193 0,10452962 0,08144796 0,110344828 0,09187279 0,07523511 0,10144928 
1,14 1,05 1,395 1,14 1,335 1,415 1,595 1,12 1,545 1,05 
0,12 0,13 0,14 0,16 0,21 0,13 0,12 0,13 0,15 0,17 
0,10526316 0,12380952 0,10035842 0,14035088 0,15730337 0,09187279 0,07523511 0,11607143 0,09708738 0,16190476 
1,645 1,23 1,035 1,11 1,585 1,275 1,59 1,015 1,49 1,42 
0,13 0,15 0,11 0,19 0,19 0,14 0,07 0,06 0,15 0,13 
0,07902736 0,12195122 0,10628019 0,171171171 0,119873817 0,10980392 0,044025157 0,0591133 0,10067114 0,0915493 
1,055 1,06 1,31 1,35 1,17 1,115 1,18 1,19 1,085 1,415 
0,1 0,11 0,06 0,11 0,1 0,07 0,08 0,17 0,07 0,14 
0,09478673 0,10377358 0,04580153 0,08148148 0,08547009 0,06278027 0,06779661 0,14285714 0,06451613 0,09893993 
1,595 1,38 1,14 1,05 1,455 1,395 1,575 1,165 1,3 1,04 
0,11 0,18 0,11 0,18 0,15 0,15 0,13 0,07 0,04 0,08 
0,06896552 0,13043478 0,09649123 0,17142857 0,10309278 0,10752688 0,082539683 0,06008584 0,03076923 0,07692308 
1,085 1,085 1,415 1,595        
0,09 0,06 0,15 0,12        
0,08294931 0,05529954 0,10600707 0,07523511           
GRUPO ApoE+D, axones grandes 
2,585 1,865 2,21 2,145 2,165 1,77 1,93 2,32 2,09 2,21 
0,27 0,18 0,15 0,15 0,15 0,22 0,2 0,17 0,15 0,15 
0,10444874 0,09651475 0,0678733 0,06993007 0,06928406 0,12429379 0,10362694 0,07327586 0,07177033 0,0678733 
2,165 2,04 1,77 1,93 2,32 2,435 2 2,59 2,5 2,23 
0,15 0,2 0,22 0,2 0,17 0,28 0,12 0,5 0,27 0,24 
0,06928406 0,09803922 0,12429379 0,10362694 0,07327586 0,11498973 0,06 0,19305019 0,108 0,10762332 
2,73 1,81 2,21 2,145 2,165 1,77 1,93 2,32 2,09 2,21 
0,08 0,23 0,14 0,16 0,14 0,23 0,19 0,18 0,14 0,16 
0,02930403 0,12707182 0,06334842 0,07459207 0,06466513 0,1299435 0,0984456 0,07758621 0,06698565 0,07239819 
2,165 2,04 1,705 2,45 1,77 2,825 1,72 2,165 1,77  
0,14 0,21 0,2 0,22 0,2 0,22 0,15 0,16 0,21  








                                                                                                         Resultados. 
 
GRUPO PTEN, axones pequeños 
0,43 0,92 0,55 0,72 0,57 0,34 0,465 0,53 0,58 0,67 
0,05 0,15 0,07 0,08 0,09 0,05 0,03 0,09 0,08 0,1 
0,11627907 0,16304348 0,12727273 0,11111111 0,15789474 0,14705882 0,06451613 0,16981132 0,13793103 0,14925373 
0,595 0,475 0,795 0,49 0,62 0,38 0,4 0,635 0,315 0,58 
0,05 0,09 0,08 0,09 0,03 0,06 0,11 0,1 0,06 0,1 
0,08403361 0,18947368 0,10062893 0,18367347 0,0483871 0,15789474 0,275 0,15748031 0,19047619 0,17241379 
0,72 0,705 0,715 0,77 0,835 0,5695 0,5 0,76 0,61 0,665 
0,14 0,11 0,12 0,1 0,15 0,08 0,08 0,13 0,06 0,09 
0,19444444 0,15602837 0,16783217 0,12987013 0,17964072 0,1404741 0,16 0,17105263 0,09836066 0,13533835 
0,44 0,475 0,51 0,535 0,39 0,29 0,265 0,36 0,63 0,34 
0,14 0,1 0,12 0,14 0,1 0,08 0,07 0,07 0,16 0,16 
0,31818182 0,21052632 0,23529412 0,26168224 0,25641026 0,27586207 0,26415094 0,19444444 0,25396825 0,47058824 
0,725 0,79 0,45 0,4 0,595 0,91 0,64 0,665 0,63 0,475 
0,1 0,05 0,06 0,07 0,09 0,16 0,13 0,08 0,12 0,06 
0,13793103 0,06329114 0,13333333 0,175 0,1512605 0,17582418 0,203125 0,12030075 0,19047619 0,12631579 
0,77 0,475 0,59 0,65 0,78 0,53 0,625 0,48 0,72 0,455 
0,12 0,07 0,09 0,09 0,07 0,07 0,11 0,08 0,07 0,09 
0,15584416 0,14736842 0,15254237 0,13846154 0,08974359 0,13207547 0,176 0,16666667 0,09722222 0,1978022 
0,77 0,635 0,715 0,63 0,79 0,705 0,83 0,31 0,76 0,81 
0,14 0,9 0,12 0,12 0,05 0,1 0,15 0,05 0,13 0,14 
0,18181818 1,41732283 0,16783217 0,19047619 0,06329114 0,14184397 0,18072289 0,16129032 0,17105263 0,17283951 
0,5 0,89 0,42 0,45 0,635 0,57 0,645 0,325 0,665 0,3 
0,12 0,12 0,06 0,08 0,12 0,11 0,12 0,05 0,08 0,06 
0,24 0,13483146 0,14285714 0,17777778 0,18897638 0,19298246 0,18604651 0,15384615 0,12030075 0,2 
0,77 0,435 0,605 0,3 0,735 0,565 0,45 0,94 0,755 0,835 
0,14 0,1 0,1 0,09 0,13 0,12 0,12 0,12 0,12 0,11 
0,18181818 0,22988506 0,16528926 0,3 0,17687075 0,21238938 0,26666667 0,12765957 0,1589404 0,13173653 
0,565 0,61 0,56 0,545 0,64 0,515 0,865 0,835 0,675 0,98 
0,12 0,1 0,16 0,11 0,14 0,11 0,17 0,12 0,15 0,17 
0,21238938 0,16393443 0,28571429 0,20183486 0,21875 0,21359223 0,19653179 0,14371257 0,22222222 0,17346939 
0,84 0,66 0,97 0,945 0,915 0,36 0,775 0,5 0,725 0,965 
0,13 0,17 0,18 0,16 0,22 0,08 0,12 0,14 0,13 0,15 
0,1547619 0,25757576 0,18556701 0,16931217 0,24043716 0,22222222 0,15483871 0,28 0,17931034 0,15544041 
0,775 0,435 0,59 0,525       
0,12 0,11 0,1 0,07       
0,15483871 0,25287356 0,16949153 0,13333333       
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Tabla 62.- En negrita, en la parte inferior de cada celda consta el índice de 
mielinización        
 
 
GRUPO PTEN, axones grandes 
 
2.225 2.785 2.64 1.92 1.825 2.05 2.82 1.795 1.89 2.065 
0.13 0.38 0.25 0.16 0.11 0.2 0.2 0.25 0.16 0.17 
0.05842697 0.13644524 0.09469697 0.08333333 0.06027397 0.09756098 0.07092199 0.13927577 0.08465608 0.08232446 
2.625 2.87 1.91 2.335 2.24 1.875 3.005 1.985 2.045 1.78 
0.21 0.22 0.18 0.25 0.23 0.21 0.16 0.13 0.1 0.12 
0.08 0.07665505 0.09424084 0.10706638 0.10267857 0.112 0.05324459 0.06549118 0.04889976 0.06741573 
1.865 1.55 2.635 2.23 2.78 2.645 1.92 1.815 2.045 2.77 
0.13 0.14 0.08 0.14 0.37 0.26 0.16 0.12 0.19 0.19 
0.06970509 0.09032258 0.03036053 0.06278027 0.13309353 0.09829868 0.08333333 0.0661157 0.09290954 0.06859206 
1.8 1.94 2.06 1.85 3.145 2 2.1 1.765 1.915 1.745 
0.26 0.15 0.16 0.24 0.13 0.14 0.11 0.11 0.14 0.13 
0.14444444 0.07731959 0.0776699 0.12972973 0.04133545 0.07 0.05238095 0.06232295 0.07310705 0.07449857 
2.64 2.21 2.35 2.63 2.82 2.015     
0.09 0.2 0.27 0.22 0.21 0.2     
0.03409091 0.09049774 0.11489362 0.08365019 0.07446809 0.09925558     
GRUPO PTEN, axones medianos 
1,675 1,625 1,42 1,62 1,08 1,255 1,16 1,425 1,23 1,19 
0,08 0,12 0,12 0,1 0,16 0,09 0,12 0,13 0,07 0,11 
0,04776119 0,07384615 0,08450704 0,0617284 0,14814815 0,07171315 0,103448276 0,09122807 0,05691057 0,09243697 
1,165 1,455 1,6 1,23 1,485 1,67 1,045 1,035 1,495 1,095 
0,22 0,17 0,17 0,13 0,13 0,09 0,17 0,1 0,12 0,13 
0,1888412 0,11683849 0,10625 0,10569106 0,08754209 0,05389222 0,162679426 0,09661836 0,08026756 0,11872146 
1,43 1,605 1,625 1,19 1,275 1,04 1,155 1,09 1,175 1,62 
0,14 0,11 0,14 0,11 0,08 0,17 0,18 0,13 0,19 0,13 
0,0979021 0,06853583 0,08615385 0,09243697 0,0627451 0,16346154 0,155844156 0,11926606 0,16170213 0,08024691 
1,175 1,63 1,095 1,305 0,965 1,455 1,59 1,18 1,435 1,665 
0,19 0,09 0,13 0,19 0,19 0,16 0,2 0,14 0,14 0,1 
0,16170213 0,05521472 0,11872146 0,14559387 0,19689119 0,10996564 0,125786164 0,11864407 0,09756098 0,06006006 
1,025 1,03 1,5 1,09 1,28 0,99 1,16 1,085 1,18 1,615 
0,14 0,11 0,13 0,12 0,09 0,16 0,19 0,12 0,2 0,12 
0,13658537 0,10679612 0,08666667 0,11009174 0,0703125 0,16161616 0,163793103 0,11059908 0,16949153 0,07430341 
1,175 1,625 1,1 1,3 1,68 1,62 1,425 1,615 1,085 1,25 
0,17 0,08 0,14 0,12 0,09 0,11 0,13 0,09 0,17 0,08 
0,14468085 0,04923077 0,12727273 0,09230769 0,05357143 0,06790123 0,09122807 0,05572755 0,15668203 0,064 
1,165 1,42 1,28 1,275       
0,13 0,12 0,16 0,19       
0,11158798 0,08450704 0,125 0,14901961             
Tabla 63.- En negrita, en la parte inferior de cada celda consta el índice de 
mielinización
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0.43 0.92 0.55 0.72 0.57 0.34 0.465 0.53 0.58 0.67 
0.05 0.15 0.07 0.08 0.09 0.05 0.03 0.09 0.08 0.1 
0.11627907 0.16304348 0.12727273 0.11111111 0.15789474 0.14705882 0.06451613 0.16981132 0.13793103 0.14925373 
0.595 0.475 0.795 0.49 0.62 0.38 0.4 0.635 0.315 0.58 
0.05 0.09 0.08 0.09 0.03 0.06 0.11 0.1 0.06 0.1 
0.08403361 0.18947368 0.10062893 0.18367347 0.0483871 0.15789474 0.275 0.15748031 0.19047619 0.17241379 
0.72 0.705 0.715 0.77 0.835 0.5695 0.5 0.76 0.61 0.665 
0.14 0.11 0.12 0.1 0.15 0.08 0.08 0.13 0.06 0.09 
0.19444444 0.15602837 0.16783217 0.12987013 0.17964072 0.1404741 0.16 0.17105263 0.09836066 0.13533835 
0.44 0.475 0.51 0.535 0.39 0.29 0.265 0.36 0.63 0.34 
0.14 0.1 0.12 0.14 0.1 0.08 0.07 0.07 0.16 0.16 
0.31818182 0.21052632 0.23529412 0.26168224 0.25641026 0.27586207 0.26415094 0.19444444 0.25396825 0.47058824 
0.725 0.79 0.45 0.4 0.595 0.91 0.64 0.665 0.63 0.475 
0.1 0.05 0.06 0.07 0.09 0.16 0.13 0.08 0.12 0.06 
0.13793103 0.06329114 0.13333333 0.175 0.1512605 0.17582418 0.203125 0.12030075 0.19047619 0.12631579 
0.77 0.475 0.59 0.65 0.78 0.53 0.625 0.48 0.72 0.455 
0.12 0.07 0.09 0.09 0.07 0.07 0.11 0.08 0.07 0.09 
0.15584416 0.14736842 0.15254237 0.13846154 0.08974359 0.13207547 0.176 0.16666667 0.09722222 0.1978022 
0.77 0.635 0.715 0.63 0.79 0.705 0.83 0.31 0.76 0.81 
0.14 0.9 0.12 0.12 0.05 0.1 0.15 0.05 0.13 0.14 
0.18181818 1.41732283 0.16783217 0.19047619 0.06329114 0.14184397 0.18072289 0.16129032 0.17105263 0.17283951 
0.5 0.89 0.42 0.45 0.635 0.57 0.645 0.325 0.665 0.3 
0.12 0.12 0.06 0.08 0.12 0.11 0.12 0.05 0.08 0.06 
0.24 0.13483146 0.14285714 0.17777778 0.18897638 0.19298246 0.18604651 0.15384615 0.12030075 0.2 
0.77 0.435 0.605 0.3 0.735 0.565 0.45 0.94 0.755 0.835 
0.14 0.1 0.1 0.09 0.13 0.12 0.12 0.12 0.12 0.11 
0.18181818 0.22988506 0.16528926 0.3 0.17687075 0.21238938 0.26666667 0.12765957 0.1589404 0.13173653 
0.565 0.61 0.56 0.545 0.64 0.515 0.865 0.835 0.675 0.98 
0.12 0.1 0.16 0.11 0.14 0.11 0.17 0.12 0.15 0.17 
0.21238938 0.16393443 0.28571429 0.20183486 0.21875 0.21359223 0.19653179 0.14371257 0.22222222 0.17346939 
0.84 0.66 0.97 0.945 0.915 0.36 0.775 0.5 0.725 0.965 
0.13 0.17 0.18 0.16 0.22 0.08 0.12 0.14 0.13 0.15 
0.1547619 0.25757576 0.18556701 0.16931217 0.24043716 0.22222222 0.15483871 0.28 0.17931034 0.15544041 
0.775 0.435 0.59 0.525       
0.12 0.11 0.1 0.07       
0.15483871 0.25287356 0.16949153 0.13333333       
 
GRUPO P27, axones pequeños 
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GRUPO P27, axones medianos 
1.675 1.625 1.42 1.62 1.08 1.255 1.16 1.425 1.23 1.19 
0.08 0.12 0.12 0.1 0.16 0.09 0.12 0.13 0.07 0.11 
0.04776119 0.07384615 0.08450704 0.0617284 0.14814815 0.07171315 0.103448276 0.09122807 0.05691057 0.09243697 
1.165 1.455 1.6 1.23 1.485 1.67 1.045 1.035 1.495 1.095 
0.22 0.17 0.17 0.13 0.13 0.09 0.17 0.1 0.12 0.13 
0.1888412 0.11683849 0.10625 0.10569106 0.08754209 0.05389222 0.162679426 0.09661836 0.08026756 0.11872146 
1.43 1.605 1.625 1.19 1.275 1.04 1.155 1.09 1.175 1.62 
0.14 0.11 0.14 0.11 0.08 0.17 0.18 0.13 0.19 0.13 
0.0979021 0.06853583 0.08615385 0.09243697 0.0627451 0.16346154 0.155844156 0.11926606 0.16170213 0.08024691 
1.175 1.63 1.095 1.305 0.965 1.455 1.59 1.18 1.435 1.665 
0.19 0.09 0.13 0.19 0.19 0.16 0.2 0.14 0.14 0.1 
0.16170213 0.05521472 0.11872146 0.14559387 0.19689119 0.10996564 0.125786164 0.11864407 0.09756098 0.06006006 
1.025 1.03 1.5 1.09 1.28 0.99 1.16 1.085 1.18 1.615 
0.14 0.11 0.13 0.12 0.09 0.16 0.19 0.12 0.2 0.12 
0.13658537 0.10679612 0.08666667 0.11009174 0.0703125 0.16161616 0.163793103 0.11059908 0.16949153 0.07430341 
1.175 1.625 1.1 1.3 1.68 1.62 1.425 1.615 1.085 1.25 
0.17 0.08 0.14 0.12 0.09 0.11 0.13 0.09 0.17 0.08 
0.14468085 0.04923077 0.12727273 0.09230769 0.05357143 0.06790123 0.09122807 0.05572755 0.15668203 0.064 
1.165 1.42         
0.13 0.12         
0.11158798 0.08450704         
 
GRUPO P27, axones grandes 
1.975 1.84 2.925 1.905 1.885 2.085 2.325 2.23 1.89 3.005 
0.1 0.25 0.2 0.1 0.09 0.14 0.26 0.22 0.22 0.15 
0.05063291 0.13586957 0.06837607 0.05249344 0.04774536 0.06714628 0.11182796 0.09865471 0.11640212 0.04991681 
1.99 2.05 1.775 1.86 1.745 2.64 2.21 2.35 2.97 2.13 
0.12 0.11 0.11 0.12 0.13 0.09 0.2 0.27 0.18 0.14 
0.06030151 0.05365854 0.06197183 0.06451613 0.07449857 0.03409091 0.09049774 0.11489362 0.06060606 0.0657277 
2.21 1.945 1.77 2.975 1.945 1.835 1.935 2.33 2.225 1.795 
0.2 0.11 0.24 0.2 0.09 0.1 0.13 0.27 0.21 0.23 
0.09049774 0.05655527 0.13559322 0.06722689 0.04627249 0.05449591 0.06718346 0.11587983 0.09438202 0.1281337 
3.15 1.995 2.05 1.77 1.91 1.74 2.645 2.205 2.355 2.965 
0.14 0.13 0.1 0.12 0.13 0.12 0.1 0.19 0.28 0.17 
0.04444444 0.06516291 0.04878049 0.06779661 0.06806283 0.06896552 0.03780718 0.0861678 0.11889597 0.05733558 
2.135 2.16 1274.195 2.22 2.04 2.16 2.215 1.99   
0.15 0.19 0.21 0.16 0.17 0.16 0.16 0.19   
0.07025761 0.08796296 0.00016481 0.07207207 0.08333333 0.07407407 0.07223476 0.09547739   
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Control ApoE ApoE+D PTEN P27
Axones pequeños 0.1806+/-0.067 0.1822+/-0.0815 0.1838+/-0.056 0.1861+/-0.131 0.1876+/-0.131
Axones medianos 0.1066+/-0.251 0.10852+/-0.051 0.0979+/-0.031 0.1061+/-0.038  0.1051+/-0.384




Tabla 67.- Figuran de forma más esquemática los resultados medios obtenidos, en 




   De los resultados obtenidos destacamos una similitud sin diferenciación estadística 
entre los axones de tamaño pequeño y medio, entre todos los grupos. Sí existió una 
diferencia estadísticamente significativa al comparar los axones grandes del grupo 
control con el resto de los grupos. No se hallaron diferencias entre los grupos ApoE y 














Control ApoE ApoE+D PTEN P27
Axones pequeños Axones medianos Axones grandes
 
Gráfica 8.- Los
datos son la media




grupo control y el
resto de los grupos,
solo para los axones
de tamaño grande.
P=0,44 para el Grupo
ApoE, P=0,41 para el
Grupo ApoE+D,
P=0,03 para el Grupo
PTEN y P=0,02 para
el Grupo P27.  
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RESULTADO DEL CÁLCULO DEL NÚMERO DE FIBRAS TOTALES POR 
NERVIO ÓPTICO. 
   A partir de los datos obtenidos al calcular las superficies trasversales de los NO, y 
al haber calculado la densidad axonal (número medio de axones +/- DT en 700 µm2) en 
el apartado donde medimos las superficies axonales, nos es fácil deducir de estos 
datos el promedio de fibras ópticas que compondrán los NO de cada uno de los 
animales del estudio. 
 
 
Tabla 68.- Número total de axones que componen cada uno de los NO y que se 
muestran en la columna de la derecha. Los datos a partir de los cuales hemos hallado 
este resultado se muestran en las columnas de la izquierda. 
Grupo Área contabilizada 
Axones 
Contabilizados 
Área Media del 
nervio óptico 
(µm2) 
Número total de 
fibras por NO 
Control 700 µm2 453 125209 81028
ApoE 700 µm2 339 162646 78767
ApoE+D 700 µm2 358 162512 83113
PTEN 700 µm2 336 164795 79101
P27 700 µm2 342 185110 90439
 
Gráfica 9.- Gráfica que
representa el resultado
final en cuanto a
contenido axonal. Los
datos son la media +/- DT.
Únicamente detectamos
significación estadística
entre el grupo Control y el
P27. 












Control ApoE ApoE+D PTEN P27
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  Los resultados se muestran, siempre expresados en micras (µm). 
   Las Tablas 69 a 73.- muestran cada uno de los valores recogidos durante la 
medición. El color del encabezamiento de cada tabla, muestra según el código de 
colores, el grupo de animales al que corresponden los datos, y en la columna de la 
izquierda figura el número de identificación de cada animal, con las medidas de cada 
capa expuestas en las columnas de la derecha. La última fila muestra la media +/- DT.  
    Hemos realizado gráficas comparativas (11 a 17)  donde están representados los 
resultados de cada grupo, en cada una de las 7 capas retinianas estudiadas. También 
ha quedado representado en una gráfica (18)  el valor del espesor total de la retina, 
comparándose así los 5 grupos. Hemos mostrado gráficamente la proporción sobre el 
grosor retiniano global, que ocupa cada una de las capas, y para cada uno de los cinco 
grupos estudiados ( Gráfica 10.-).     
   En la capa de los segmentos de los fotorreceptores el grupo control mostró un 
espesor de 39.78 µm, solo superado por el grupo PTEN, donde esta misma capa tuvo un 
grosor 45.72 µm, la capa más delgada fue la del grupo P27 con 27.62 µm. ( Graf. 11.-). 
   El grosor de la capa nuclear  externa fue mayor en el grupo control (43.29 µm) y 
menor en el P27 ( 23.56 µm) (Gráfica 12). Los grupos ApoE y ApoE+D presentaron 
espesores menores al del grupo control y a su vez con diferencias estadísticamente 
significativas entre ellos. 
   La capa plexiforme externa mostró un mayor espesor en el grupo PTEN (21.09 µm) y 
menor en el ApoE+D (15.19 µm) ( Gráfica 13). 
   Al igual que en la capa de segmentos y nuclear externa, en la capa nuclear interna, el 
grupo que mostró mayor adelgazamiento fue el P27 (17.46 µm), seguidos de los grupos 
ApoE+D y ApoE  (21.3 y 25.5 46 µm), existiendo también significación entre ambas. 
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   En el análisis de las capas plexiforme interna y ganglionar, el grupo P27 continuó 
mostrando los menores grosores con 26.77 µm, y 28.57 µm, ( Gráficas  15 y 16.-). 
   Sin embargo, y al contrario de los resultados obtenidos en la mayoría de las capas 
retinianas, el grosor de la capa de fibras nerviosas fue máximo para el grupo P27 
(11.34 µm), y progresivamente menor en los grupos PTEN, ApoE y ApoE+D ( Gráfica 
17). 
   Como cabe esperar dados los resultados anteriormente expuestos, el grosor 
retiniano total fue mínimo en el grupo P27, con un espesor retiniano de 153.70 µm. Los 
grupos control, ApoE y ApoE+D mostraron grosores de 227.45, 209.52 y 203.17 µm 
respectivamente, también más reducidos al compararlos con el grupo Control. El único 
grupo que presentó un engrosamiento de la retina fue el grupo PTEN  (244.46 µm) ( 
Gráfica 18). 
   Con el fin de aportar una herramienta más intuitiva y visual de las alteraciones que 
se producen sobre la retina en los animales estudiados,  la Fig. 38 muestra 5 cortes de 
retinas completas correspondientes a un animal de cada grupo.  
   En resumen las tendencias apuntan en los grupos ApoE y ApoE+D a una disminución 
del espesor retiniano a costa fundamentalmente de las capas nuclear externa e 
interna, existiendo además significación estadística no solo de estos grupos con 
respecto al control, sino también entre ellos mismos. Únicamente la capa de fibras 
presenta un grosor superior al mostrado por el grupo Control. 
   El grupo P27 es el que presenta, de entre todos los grupos, grosores retinianos más 
reducidos a excepción de la capa de fibras, donde este es mayor.  
   El grupo PTEN muestra un moderado incremento en cuanto al espesor de cada una 
de las capas de la retina al compararlo con el grupo control, especialmente marcado en 
las capas plexiformes, de fibras y segmentos.  
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Animales Segmentos Nucl Ext Plex Ext Nucl Int Plex Int Cels Gangl Fibras
CONTROL 001 44,68 42,384 17,88 30,92 54,63 34,34 10,01
CONTROL 001 41,88 43,2 15,66 30 55,6 35,18 11,22
CONTROL 001 35,24 42,544 15,9 31,36 53,16 30,18 10,21
CONTROL 001 34,12 45,456 17,56 32,56 55,2 29,14 10,74
CONTROL 001 41,8 41,856 17,74 31,16 53,6 31,74 9,74
CONTROL 001 39,52 44,72 16,68 30,24 53,2 33,5 10,31
CONTROL 002 41,8 44,88 16,44 29,36 55,23 35,4 10,31
CONTROL 002 44,6 46,16 16,82 33,8 53,92 29,92 9,21
CONTROL 002 45,04 45,664 15,8 31,92 55,19 36,88 9,72
CONTROL 002 42,4 44,208 14,42 29,8 52,46 32,93 9,25
CONTROL 002 44,44 44,704 12,06 31,92 53,68 33,42 9,99
CONTROL 002 37 41,104 16,76 32,6 51,44 35,2 9,93
CONTROL 003 42,52 44,384 14,84 31,44 54,98 33,43 9,22
CONTROL 003 41,04 38,816 14,46 32,8 52,22 31,12 10,17
CONTROL 003 36,68 47,296 14,08 30,92 55,6 33,4 10,27
CONTROL 003 32,04 46,576 17,86 31,48 55,34 33,68 10,63
CONTROL 003 31,12 49,6 16,9 30,16 55,46 32 10,21
CONTROL 003 35,84 42,464 16,22 31,32 54,26 32,02 10,82
CONTROL 004 46,32 43,04 13,78 30,24 55,32 33,9 9,62
CONTROL 004 45,24 42,096 15,24 29,38 52,26 33,82 9,83
CONTROL 004 35,28 42,672 12,62 30,78 51,24 34,4 10,36
CONTROL 004 40,44 40,432 17,72 27,55 58,96 33,7 11,37
CONTROL 004 35,8 42,688 21,3 28,14 53,32 35,4 9,72
CONTROL 004 35,44 44,336 16,24 35,8 53,34 29,92 10,72
CONTROL 005 38,04 46,288 16,42 32,23 51,92 29,52 9,83
CONTROL 005 41,72 48,192 17,36 31,42 50,12 32,04 10,83
CONTROL 005 39,68 46,608 17,86 32,48 57,76 33,56 10,52
CONTROL 005 39 42,592 17,94 31,24 53,6 32,94 10,61
CONTROL 005 42,68 42,368 16,62 30,12 54,2 32,75 10,59
CONTROL 005 42,12 42,64 19,2 31,2 55,08 34,96 10,75
CONTROL 006 37,68 40,16 16,14 30,34 53,16 31,78 9,38
CONTROL 006 42,56 40,064 15 31,1 52,48 31,2 9,82
CONTROL 006 41,92 37,6 16,4 31,12 54,3 34,94 10,09
CONTROL 006 45,24 41,64 16,14 30,44 51,12 35,36 10,01
CONTROL 006 35,68 43,28 14,62 29,36 57,1 31,92 9,91
CONTROL 006 38,92 40,74 18,22 31,28 55,16 34,41 10,19
CONTROL 007 44,04 41,94 14,88 27,4 55,56 32,52 9,23
CONTROL 007 43,12 42,384 17,2 28,2 54,96 32,44 10,78
CONTROL 007 36,88 38,86 17,64 28,92 52,16 33,26 9,34
CONTROL 007 37,28 41,26 16,04 32,24 55,93 32,6 9,86
CONTROL 007 37,2 46,6 17,44 28,96 54,82 33,4 10,8
CONTROL 007 36,88 43,6 16,24 31,16 50,12 34,2 10,34









                                                                                                         Resultados.   
 
Animales Segmentos Nucl Ext Plex Ext Nucl Int Plex Int Cels Gangl Fibras
APO E 001 43,92 37,24 14,96 26,48 54,19 30,76 9,04
APO E 001 39,64 35,32 14 25,6 51,46 28,54 10,11
APO E 001 39,24 36,84 17,28 27,4 52,28 31,56 9,71
APO E 001 39,28 39,72 13,2 23,68 50,91 28,43 11,91
APO E 001 36,44 38,76 16,88 22,4 53,65 27,45 11,89
APO E 001 38,88 35,68 15,68 24,6 51,22 32,93 9,05
APO E 002 35,84 34,96 15,6 25,4 54,26 35,39 10,68
APO E 002 38,16 33,36 15 23,28 53,95 33,67 11,12
APO E 002 36,44 34,24 13 22,24 55,06 34,85 11,39
APO E 002 38,96 35,92 13,8 22,44 54,46 27,45 11,31
APO E 002 37,44 39,4 14,2 23,76 54,79 27,87 11,21
APO E 002 39,8 34,28 17,88 24,08 51,26 34,04 11,49
APO E 003 36,08 34,64 14,04 25,08 50,54 34,54 10,53
APO E 003 38,76 35,24 16,04 25,52 57,43 34,32 12,08
APO E 003 38,2 41,04 16,76 26,36 52,12 28,13 10,64
APO E 003 38,6 37,96 15,76 24,8 53,51 34,45 11,16
APO E 003 33,8 35,6 15,52 24,08 50,62 29,34 12,1
APO E 003 37,8 37,2 17,68 28,14 49,54 32,4 10,91
APO E 004 39,64 38,56 13,44 27,68 56,06 36,32 10,22
APO E 004 39,76 40 14,36 30,17 47,41 32,24 10,53
APO E 004 31,48 35,96 14,44 28,27 48,12 28,42 12,88
APO E 004 35,44 34,24 13,96 24,38 55,9 30,84 11,34
APO E 004 39,68 36,56 15,4 27,47 51,4 31,34 11,62
APO E 004 35,72 34,96 12,2 28,07 52,9 31,23 9,32
APO E 005 31,4 34,68 17,26 25,17 53,5 30,21 10,42
APO E 005 33,52 36,56 15,34 23,96 51,34 27,26 10,21
APO E 005 37,32 34,96 17,47 24,71 50,71 30,31 9,54
APO E 005 38,32 39,36 17,2 26,23 52,57 31,43 11,35
APO E 005 32,6 34,72 16,44 28,14 49,68 30,52 11,13
APO E 005 39,2 41,88 15,32 25,12 55,7 30,96 10,91
APO E 006 37,21 34,36 17,4 25,11 53,16 32,06 11,14
APO E 006 36,54 34,72 15,14 25,14 53,5 29,38 11,24
APO E 006 35,86 38,64 14,62 26,13 52,06 29,22 9,91
APO E 006 37,14 34,24 17,22 27,78 50,37 32,14 10,78
APO E 006 39,98 35,54 15,88 26,63 53,34 33,42 12,06
APO E 006 37,79 35,74 17,12 27,42 52,12 29,72 10,07
APO E 007 36,26 36,14 15,44 28,43 48,17 32,32 9,93
APO E 007 38,24 36,71 16,96 24,42 50,04 30,47 11,21
APO E 007 41,67 35,47 15,4 23,51 57,52 31,71 10,02
APO E 007 40,06 37,41 15,2 23,21 52,2 31,32 11,24
APO E 007 39,2 35,69 17,86 23,74 53,1 30,32 11,35











                                                                                                         Resultados.   
 
Animales Segmentos Nucl Ext Plex Ext Nucl Int Plex Intt Cels Gangl Fibras
APO E+D001 31,22 34,52 15,32 18,87 54,41 34,27 10,51
APO E+D001 31,94 35,91 16,72 17,96 52,45 38,4 10,21
APO E+D001 35,54 34,12 15,52 19,52 55,67 33,29 10,27
APO E+D001 33,62 34,51 15,01 19,85 53,59 36,4 10,14
APO E+D001 33,38 33,59 14,63 24,04 56,98 30,42 12,17
APO E+D001 33,38 35,04 16,59 20,62 52,82 32,45 10,27
APO E+D002 35,02 33,51 14,76 23,06 54,69 31,46 11,66
APO E+D002 39,26 33,16 14,83 21,58 54,4 32,21 10,4
APO E+D002 30,54 33,35 14,88 21,94 54,34 33,25 10,32
APO E+D002 39,7 30,61 14,11 21,85 50,19 36,29 10,36
APO E+D002 37,26 31,34 14,41 25,62 54,52 31,98 10,14
APO E+D002 35,3 38,71 19,12 22,34 55,48 30,21 10,11
APO E+D003 37,74 35,23 16,23 24,87 55,69 34,46 9,21
APO E+D003 39,1 34,44 15,65 15,64 47,86 35,47 9,22
APO E+D003 33,18 36,05 17,99 19,41 51,46 32,25 10,63
APO E+D003 39,5 34,63 15,01 22,91 55,82 27,67 11,19
APO E+D003 32,38 33,42 14,12 22,92 51,29 32,82 9,27
APO E+D003 36,18 34,63 15,03 24,18 47,69 32,27 11,63
APO E+D004 37,18 33,65 14,15 23,42 49,27 29,31 12,91
APO E+D004 39,46 36,85 18,15 22,98 53,25 32,58 10,42
APO E+D004 38,06 35,43 13,15 22,6 54,65 29,21 10,65
APO E+D004 36,07 34,22 16,22 24,32 48,7 32,58 11,18
APO E+D004 35,4 35,43 16,02 22,98 55,59 32,86 11,65
APO E+D004 34,72 32,14 16,34 23,98 53,14 33,48 11,74
APO E+D005 36 39,11 12,23 24,18 52,69 33,86 9,69
APO E+D005 38,84 35,63 14,65 20,45 52,96 33,28 10,47
APO E+D005 36,65 34,92 15,64 20,67 55,82 30,67 12,69
APO E+D005 35,12 36,31 15,03 19,48 51,32 30,28 10,36
APO E+D005 38,64 34,52 14,61 20,21 54,55 33,81 11,41
APO E+D005 39,04 34,91 11,36 20,27 53,71 30,58 12,74
APO E+D006 36,52 33,99 14,21 17,94 53,69 30,65 10,73
APO E+D006 31,76 35,44 15,33 21,48 53,35 35,12 10,19
APO E+D006 36,28 33,91 17,2 20,78 51,41 33,65 10,91
APO E+D006 36,72 33,56 15,23 18,42 51,8 32,45 12,88
APO E+D006 33,2 33,75 12,92 19,99 52,92 31,27 11,46
APO E+D006 36,04 31,01 15,2 22,98 55,14 33,22 11,58
APO E+D007 33,12 34,84 15,48 19,84 52,71 30,51 9,64
APO E+D007 36,04 34,05 13,8 17,89 54,42 33,12 10,47
APO E+D007 36,68 31,21 13,82 19,74 54,91 32,35 10,11
APO E+D007 37,84 31,41 15,7 19,68 53,31 30,74 9,98
APO E+D007 37,68 31,32 15,62 20,55 53,25 30,61 9,46
APO E+D007 37,2 32,63 16,2 22,92 55,86 33,14 10,68
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Animales Segmentos Nucl ext Plex Ext Nucl Int Plex Int Cels Gangl Fibras
PTEN 001 44,08 42,4 18,6 31,84 66,56 33,32 11,02
PTEN 001 44,64 42,52 22,04 33,08 67,2 39,4 10,45
PTEN 001 44,64 41,08 22,32 39,2 54,76 31,92 11,23
PTEN 001 46,04 43,4 23,72 3,12 51,08 35,24 12,33
PTEN 001 45,64 42,48 23,76 28,12 66,4 30,36 11,36
PTEN 001 42,16 42,68 19,6 27,92 71,48 31,64 11,32
PTEN 002 48,88 41,44 19,72 30,28 71,32 31,4 10,11
PTEN 002 48,12 43,08 19,28 30,48 66,68 32,2 10,23
PTEN 002 45,04 43,6 18,96 28,8 57,96 28,52 11,21
PTEN 002 45,68 45,32 20,2 35,96 60,4 27,32 12,01
PTEN 002 46,84 45,48 20,84 31,6 54,56 30,04 11,89
PTEN 002 46,68 45,08 24,48 37,68 55,36 26,56 11,95
PTEN 003 46,2 44,12 21,24 33,44 55,36 32,24 10,34
PTEN 003 47,76 43,64 23,68 29,4 55,36 30,84 10,12
PTEN 003 47,72 43,76 22,68 28,76 58,16 33,56 10,72
PTEN 003 51,2 42,84 22,88 29,28 60,24 30,68 10,21
PTEN 003 46,92 43,12 22,56 28,68 58,96 29,2 12,61
PTEN 003 49,04 43,72 26,24 33,32 63,2 34,04 10,89
PTEN 004 43,24 40,04 23,84 27,32 50,44 37,56 11,55
PTEN 004 45,8 44,84 25,76 33,12 58,92 35,24 10,94
PTEN 004 44,64 43,88 16,76 34,72 60,12 36,48 10,23
PTEN 004 45,12 41,24 20,04 35,76 57,76 29,68 10,33
PTEN 004 46 42,92 23,84 38 63,68 29,84 11,23
PTEN 004 49,92 45,88 23,64 26,36 60,24 36,64 11,45
PTEN 005 44,92 42,48 24,16 24,84 55,08 36,8 11,71
PTEN 005 43,12 40,8 24,64 27,52 59,92 36,04 11,11
PTEN 005 47,64 42,4 21,36 37,56 56,6 30,72 11,23
PTEN 005 48,04 42,28 19,72 29,12 56,44 36,48 11,98
PTEN 005 45,52 43 19,28 27,92 62,4 31,04 10,02
PTEN 005 40,76 42,72 18,24 34,28 59,56 34,12 10,21
PTEN 006 45,28 41,28 15,96 34,48 52,48 38,2 11,9
PTEN 006 45,72 41,12 16,4 33 57,6 34,44 12,34
PTEN 006 42,2 44,64 19,12 33,12 53,24 30,32 11,13
PTEN 006 45,04 42 19,76 33,4 59,4 32,4 11,31
PTEN 006 42,12 41,04 20,28 35,92 56,56 33,08 12,2
PTEN 006 45,04 44,84 17,96 36,24 56,36 33 12,01
PTEN 007 45,68 43,88 19,36 36,48 57,36 32,12 11,04
PTEN 007 46,84 43,24 17,48 29,68 55,36 32,4 10,54
PTEN 007 46,68 44,92 23,12 29,84 59,16 34,92 11,21
PTEN 007 46,2 44,12 19,64 28,76 59,24 36,4 11,22
PTEN 007 43,76 45,64 20,28 29,28 61,12 34,4 10,61
PTEN 007 43,72 46,76 22,68 28,68 58,76 35,24 10,04
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abla 73.- Valores retinianos correspondientes al grupo P27. 
Animales Segmentos Nucl Ext Plex Ext Nucl Intt Plex int Cels Gangl Fibras
P27 001 32,28 21,68 22,48 20,04 34,92 33,81 11,64
P27 001 29,24 22,48 26,56 18,84 32,92 25,43 12,43
P27 001 36,44 25,84 23,8 21,12 35 26,24 10,01
P27 001 39,76 24,24 18,28 18,2 33,16 28,09 13,29
P27 001 34,4 24,56 11,52 17,24 23,56 29,8 11,91
P27 001 35,28 20,64 18,76 19 20,52 33 12,52
P27 002 32,08 18,76 21,72 16,64 21,24 29,12 10,65
P27 002 34,88 17,36 15 16,2 24,84 28,4 10,21
P27 002 48,48 23,2 19,2 15,28 22,92 29,92 12,44
P27 002 38,56 23,28 19,92 14,84 22,68 30,64 13,71
P27 002 25,52 24,24 12,64 16,56 22,68 30,48 10,11
P27 002 23 23,92 17,6 14,92 34,32 29,48 10,83
P27 003 18,12 25,84 24,92 15,52 28,56 29,22 10,48
P27 003 28,4 21,84 21,8 16,52 19,84 28,76 10,62
P27 003 25,52 17,48 18,12 15,52 34,92 29,28 11,47
P27 003 26,52 28,32 19,92 18,56 32,92 26,24 12,47
P27 003 20,04 27,92 15,2 20,28 35 27,02 10,03
P27 003 28,44 30,36 13,8 20,56 33,16 29,2 11,48
P27 004 26,56 20,56 19 16,6 23,56 27,34 11,74
P27 004 28,4 19,2 15,2 19,68 20,52 28,06 12,41
P27 004 28,16 20,44 18,76 17,28 21,24 26,02 10,9
P27 004 22,76 21,96 18,52 17,4 24,84 27,14 13,14
P27 004 22,6 24,56 14,64 16,71 22,92 29,36 11,3
P27 004 17,76 25,24 17,76 15,2 22,68 26,28 11,41
P27 005 20,72 22,28 17,4 16,12 22,68 27,4 11,2
P27 005 21,12 21,12 21,04 15,76 34,32 28 13,41
P27 005 23,92 19,12 24,44 16,98 28,56 30,02 11,44
P27 005 22,04 24,6 17,56 17,3 19,84 30,4 11,04
P27 005 22,64 21,32 23,12 19,95 29 27,89 10,21
P27 005 20,08 24,32 23,18 20,07 26,56 26,04 10,44
P27 006 25,8 17,16 11,62 15,69 24,6 26,71 11,17
P27 006 28,04 27,16 16,12 18,75 27,04 27,18 10,44
P27 006 26,12 23,28 19,07 16,33 28,4 30,34 10,67
P27 006 24,6 18,8 16,86 20,42 22,48 27,1 12,25
P27 006 25,28 26,2 16 19,12 28,8 30,02 9,34
P27 006 28,52 33,32 16,85 16,4 26,72 30,04 10,45
P27 007 27,24 38,28 16,53 20,01 20,4 29,16 10,48
P27 007 39,72 21,4 14,34 18,44 22,92 29,48 10,74
P27 007 29,88 22,96 18,92 17,2 30 26,04 13,1
P27 007 27,8 25,52 14,76 16,8 33,6 26,51 10,49
P27 007 20,44 25,96 17,96 13,85 23,89 29,68 10,65
P27 007 22,96 23,6 19,4 15,6 25,74 29,84 11,47






























Fibras 4% 5% 5% 5% 7%
Cels Gangl 15% 15% 16% 14% 20%
Plex Int 24% 25% 26% 24% 18%
Nucl Int 14% 12% 10% 13% 11%
Plex Ext 7% 8% 7% 9% 12%
Nucl Ext 19% 17% 17% 18% 16%





































grosores medios de la
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(P=0.001). No hay diferencias entre los grupos ApoE y ApoE 
179 Gráfica.-12. 
Representación de los
grosores medios de la capa
nuclear externa (µm).
Existen diferencias
significativas de todos los
grupos respecto al Control
(P<0.001) a excepción del
grupo PTEN. También
existió significación  1). 
+D (P=1).    
Gráfica.-13. 
Representación de los




Control con respecto al
PTEN (P<0.001) y al P27  
























Control ApoE ApoE+D PTEN P27
 
No hay significación estadística entre el grupo control y PTEN (P=1). 
Gráfica.-14. 
Representación de los
grosores medios de la
capa nuclear interna (mµ).
Existen diferencias
significativas del grupo
Control con respecto a los
grupos  ApoE , ApoE+D  y
P27 (P<0.001). También
existen diferencias entre
los grupos ApoE y ApoE +D.
Gráfica.-15. 
Representación de los




Control con respecto a los
grupos  PTEN (P<0.001). y
P27 (P<0.001). No
aparecen diferencias en la















Control ApoE ApoE+D PTEN P27
los grupos ApoE y ApoE+D entre sí (P=0.092). 
Gráfica.-16 
Representación de los





los grupos Control con
P27 (P<0.001) y ApoE
(P=0.002). No existe
significación al comparar
ApoE (P=0.42) y ApoE+D (P=1). Tampoco hay diferencias al comparar estos dos últimos
entre sí (P=1). 
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grosores medios de la
capa de Fibras. Existen
diferencias entre los
grupos Control y ApoE
(P=0.02), ApoE+D
(P=0.016), PTEN
(P<0.001),    y P27
(P<0.001). No existen
diferencias    entre   los 
grupos ApoE y ApoE +D (P=1). 
existen diferencias al compara los grupos ApoEy ApoE+D (P=0.01). 
Gráfica.-17        
En cuanto al grosor
retiniano total,
comentar que  existen
diferencias entre todos





(P<0.001),    y P27






























Fig.38.-  Cortes Histológicos que muestran el grosor retiniano completo de un ratón 
correspondiente a cada uno de los grupos. Obsérvese el grosor retiniano completo 
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RESULTADO DEL RECUENTO DE LOS NÚCLEOS CELULARES 
RETINIANOS. 
 
    
   Las Tablas 74.- y 75.- muestran respectivamente en cada casilla el resultado del 
recuento de los núcleos celulares por cada unidad de superficie de 1.000 µm2, de cada 
una de las dos capas de la retina estudiadas. En cada columna y precedido por el 
correspondiente código de colores, se sitúan en el orden habitual los distintos grupos. 
En la última fila y en negrita se representa la Media  de cada uno de los grupos. 
   Las gráficas 19.- y 20.- representan gráficamente los resultados contenidos en las 
tablas precedentes. 
   El análisis morfométrico de la densidad celular retiniana reveló que, en las dos capas 
estudiadas, al comparar los cuatro grupos de ratones estudiados respecto al grupo 
control, estos primeros mostraban un descenso en la celularidad con respecto al 
segundo.  
   En la capa Nuclear Externa, expresando este descenso en porcentaje y siempre con 
respecto al grupo control observamos que, la diferencia es mínima al compararlo con el 
grupo PTEN, mostrando este una celularidad del 88,6% +/- 2,1 %, seguido por el grupo 
ApoE y ApoE+D 85%  +/- 1,4 % y 81.4%  +/- 1,7 % respectivamente, por último, el 
grupo con menor celularidad y con una diferencia remarcada con respecto a cualquiera 
de los grupos anteriores fue el grupo P27 con un 49.9% +/- 1,8 %.  
   En la capa Nuclear Interna se repite de nuevo un patrón idéntico en cuanto al orden 
de los grupos por su densidad celular y con porcentajes también muy parecidos: PTEN 
88.9% +/- 2 %, ApoE 84.4 % +/- 1,77 %, ApoE+D 75.1% +/- 1,65 % y por último P27 
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Nuclear Externa 
CONTROL  ApoE ApoE+D PTEN P27 
54 45 44 50 29 
68 44 47 48 21 
36 44 41 39 25 
55 41 48 47 32 
51 47 42 44 41 
59 39 43 52 28 
49 46 41 51 22 
51 48 39 49 27 
58 51 42 39 31 
54 47 48 52 18 
61 49 51 51 19 
63 51 41 52 31 
51 47 46 53 29 
53 49 48 48 28 
54,5+/-7,55 46,3+/-3,47 44,4+/-3,6 48,2+/-4,59 27,2+/-6,02 
 
 
Tabla 74.- Recuento de los núcleos celulares en la capa retiniana Nuclear Externa. 
 
CONTROL ApoE ApoE+D PTEN P27
32 27 25 29 16
31 24 25 31 12
35 21 24 32 14
39 25 29 34 27
38 28 31 24 21
27 31 24 31 14
34 32 22 24 18
32 28 28 32 22
36 32 21 31 17
31 29 23 30 18
31 28 22 30 22
35 31 26 29 29
35 34 24 28 24
32 25 28 31 15
33,4+/-3,18 28,2+/-3,62 25,1+/-2,93 29,7+/-2,84 19,2+/-5,12
Nuclear Interna
 
Tabla 75.- Recuento de los núcleos celulares en la capa retiniana Nuclear Interna. 
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Gráfica 19.-. Representación de las densidades celulares por grupos en la capa 
Nuclear Externa. En cuanto a números absolutos de celularidad media contabilizada en 
1000 µm2 , existen diferencias estadísticamente significativas al comparar el grupo 
Control con ApoE (P=0.001), ApoE+D (P<0.001), PTEN (P=0.01) y P27 (P<0.001). A pesar 
de que la diferencia en cuanto a porcentaje entre los grupos ApoE y ApoE+D fue 












Gráfica 20.-. Representación de las densidades celulares por grupos en la capa 
Nuclear Interna. En cuanto a números  absolutos de celularidad media  contabilizadas 
en 1000 µm2 , existen diferencias estadísticamente significativas al comparar el grupo 
Control con ApoE (P<0.001), ApoE+D (P<0.001), PTEN (P=0.003) y P27 (P<0.001). 
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RESULTADOS DEL ESTUDIO MORFOMÉTRICO, MEDIANTE 
MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA, DE LA RETINA. 
 
   A continuación mostramos 5 tablas correspondiendo  la primera de ellas (tabla 76.-), 
a cada uno de los valores obtenidos en las mediciones de los grosores de las 
membranas de Bruch, la segunda (tabla 77.-), representa los valores obtenidos del 
cálculo de las áreas de los núcleos celulares del EPR. La tabla 78.- muestra los 
espesores de los EPR, y por último las tablas 79.- y 80.-,las áreas de los núcleos de las 
células de las capas nuclear externa e interna respectivamente. En todas las tablas, 
las columnas representan a cada uno de los grupos del estudio, encabezándose cada 
una de ellas con el correspondiente color. En la última fila y en sombreado se muestran 
las medias.  
   Seguidamente se muestran 5 gráficas donde se representan los resultados 
obtenidos en las tablas, es decir, la media +/- DT de cada grupo de animales. 
   En la gráfica 21.- , la Membrana de Bruch se muestra más adelgazada en el grupo 
P27 (0,38µm) que en el resto. Por el contrario, los valores correspondientes a los 
grosores de los grupos ApoE (0,48µm), ApoE+D (0,51µm) y PTEN (0,48µm) son 
claramente superiores a los del Grupo Control (0,44µm). 
   La Fig 39.- es un montaje de diversas micrografías correspondientes a cada uno de 
los grupo del estudio, donde se comparan fácilmente los grosores de la membrana de 
Bruch. 
   En cuanto al grosor del EPR (gráfica 22.-), destaca el espesor máximo mostrado por 
el grupo Control (15,52µm), frente al mínimo, que una vez más corresponde al grupo 
P27(4,84µm). Entre estos valores se sitúan ApoE(11,11µm), ApoE+D (11,12µm),  y PTEN 
(11,93µm). 
   Las gráficas 23.-,24.- y 25.- muestran los resultados obtenidos al estudiar las áreas 
de los núcleos del EPR, capa nuclear externa e interna. En todos los casos encontramos 
un patrón similar, el grupo PTEN presenta las áreas nucleares mayores seguido por el 
grupo control, los ratones P27, por el contrario, son los que poseen núcleos de menor 
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tamaño y los grupos  ApoE y ApoE+D tienen núcleos de tamaños intermedios. Estas 
diferencias son máximas al comparar las áreas de los núcleos del EPR y mínimas en los 
núcleos de la capa nuclear externa. 
C ontrol  A poE  A poE -+D P T E N P 27
0,62 0,65 0 ,46 0,45 0 ,36
0 ,7 0,45 0 ,47 0,46 0 ,34
0 ,51 0,43 0 ,48 0,46 0 ,38
0 ,59 0,5 0 ,47 0,49 0 ,28
0 ,62 0,58 0 ,43 0,50 0 ,28
0 ,7 0,54 0 ,46 0,49 0 ,31
0 ,51 0,65 0 ,48 0,47 0 ,35
0 ,59 0,44 0 ,47 0,46 0 ,31
0 ,52 0,43 0 ,46 0,46 0 ,3
0 ,49 0,5 0 ,47 0,62 0 ,34
0 ,38 0,58 0 ,46 0,49 0 ,35
0 ,46 0,54 0 ,49 0,51 0 ,32
0 ,55 0,53 0 ,47 0,52 0 ,37
0 ,46 0,54 0 ,52 0,54 0 ,29
0 ,42 0,51 0 ,48 0,52 0 ,32
0 ,42 0,55 0 ,58 0,49 0 ,36
0 ,51 0,64 0 ,47 0,50 0 ,29
0 ,3 0,63 0 ,53 0,54 0 ,49
0 ,38 0,58 0 ,57 0,52 0 ,46
0 ,4 0,53 0 ,58 0,51 0 ,42
0 ,54 0,42 0 ,56 0,51 0 ,43
0 ,4 0,45 0 ,51 0,48 0 ,39
0 ,62 0,49 0 ,51 0,50 0 ,4
0 ,41 0,5 0 ,53 0,52 0 ,39
0 ,52 0,52 0 ,48 0,52 0 ,39
0 ,43 0,43 0 ,47 0,52 0 ,4
0 ,35 0,54 0 ,48 0,52 0 ,42
0 ,35 0,36 0 ,48 0,45 0 ,52
0 ,34 0,34 0 ,48 0,43 0 ,45
0 ,32 0,46 0 ,45 0,44 0 ,46
0 ,27 0,43 0 ,51 0,46 0 ,42
0 ,33 0,37 0 ,58 0,45 0 ,44
0 ,26 0,37 0 ,58 0,45 0 ,4
0 ,36 0,41 0 ,57 0,45 0 ,43
0 ,37 0,45 0 ,59 0,45 0 ,44
0 ,45 0,41 0 ,55 0,42 0 ,38
0 ,52 0,45 0 ,59 0,43 0 ,44
0 ,5 0,48 0 ,61 0,46 0 ,45
0 ,38 0,35 0 ,59 0,45 0 ,43
0 ,45 0,36 0 ,52 0,45 0 ,38
0 ,31 0,3 0 ,57 0,45 0 ,34
0 ,42 0,48 0 ,46 0,43 0 ,4
0 ,37 0,51 0 ,49 0,47 0 ,35
0 ,26 0,5 0 ,53 0,45 0 ,34
0 ,32 0,43 0 ,54 0,50 0 ,35
0 ,51 0,52 0 ,56 0,46 0 ,34
0 ,37 0,38 0 ,47 0,60 0 ,34
0 ,45 0,36 0 ,58 0,45 0 ,31
0 ,40 0,44 0 ,40 0,51 0 ,38
0 ,44+ /-0 ,11 0,48+ /-0 ,08 0 ,51+ /-0 ,05 0,48+ /-0 ,04 0 ,38+ /-0 ,06
M embrana  de Bruch.
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Tabla 76.- Grosores de la Membrana de Bruch (µm). 
Control  ApoE ApoE+D PTEN P27
14,79 11,83 10,33 11,9 3,64
15,24 12,29 10,46 11,57 5,9
15,04 11,27 11,21 11,04 6,93
15,13 11,49 11,22 10,98 6,62
14,65 11,98 11,91 11,49 3,42
14,5 11,98 11,11 11,94 5,36
14,29 10,64 11,94 12,15 4,74
14,67 9,84 11,38 12,74 4,28
14,8 10,07 11,45 12,82 4,64
15,02 11,31 11,91 12,48 6,31
14,41 10,22 10,78 12,55 3,45
15,32 10,89 12,92 12,25 6,25
14,15 11,06 10,71 11,3 5,53
14,11 11,14 10,97 11,58 4,48
15,1 10,57 10,72 11,5 3,23
14,31 11,72 11,41 12,23 4,45
14,76 11,19 11,58 12,63 5,62
14,31 12,28 10,72 11,84 4,81
13,16 10,17 10,81 12,32 4,46
14,02 10,21 9,48 11,01 3,24
14,55 11,24 10,51 12,24 4,21
14,59+/-0,5 11,11+/-0,75 11,12+/-0,72 11,93+/-0,58 4,84+/-1,14
Epitelio Pigmentario de la Retina.
 
 
Tabla 77.- Valores correspondientes a las medidas de los grosores del EPR (µm). 
 
 
Control  ApoE  ApoE+D PTEN P27
42,43 33,9 16,69 36,96 14,19
42,43 21,16 33,7 44,77 33,9
32,37 12,82 31,37 38,27 21,16
28,46 11,34 20,91 56,08 12,82
30,58 18,1 19,48 40,94 7,26
40,04 26,42 29,32 43,12 29,71
29,8 24,63 20,75 36,85 17,57
35,16+/-6,21 21,19+/-7,93 24,6+/-6,68 42,43+/-6,74 19,51+/-9,49






Tabla 78.- Superficies de los Núcleos del Epitelio Pigmentario de la Retina (µm2). 
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Control ApoE ApoE+D PTEN P27
18,8 17,1 18,56 21 19,48
17 15,81 19,76 18,31 7,31
21,2 18,68 15,11 18,83 13,98
15,57 19,35 18,61 18,21 16,88
19,51 19,84 20,95 20,79 12,03
19,48 20,44 15,27 22,21 4,36
20,58 18,52 18,21 17,23 10,73
22,89 17,73 14,32 23,73 17,6
18,24 14,56 15,54 22,32 13,43
16,14 21,77 18,63 18,21 20,69
20,36 14,76 16,98 21,15 7,42
21,44 17,41 16,4 18,32 16,73
18,76 19,53 17,32 19,72 14,61
19,41 21,76 18,42 17,13 15,54
18,15 19,22 21,34 18,32 8,87
15,71 17,31 17,32 21,26 5,73
20,43 19,15 18,72 19,21 17,32
19,76 18,72 17,78 22,34 17,41
20,69 20,54 21,24 21,43 9,63
17,33 21,16 17,05 18,31 15,31
20,97 15,32 18,02 16,32 13,42
21,87 14,32 16,32 18,21 11,42
22,83 18,92 18,71 19,66 12,41
18,43 17,33 21,55 18,98 17,95
19,13 18,33 21,34 17,41 15,43
16,97 17,23 16,15 20,62 13,73
22,41 18,78 19,32 19,58 15,94
17,02 16,45 18,31 17,03 14,19




áreas de los núcleos de la
capa nuclear  externa (µm2)
 
 
Control  ApoE  ApoE+D PTEN P27
36,41 28,99 31,14 36,24 27,68
28,22 35,3 28,15 36 34,32
21,3 24,13 32,16 35,9 36,65
40,98 44,62 25,41 35,8 30,29
30,41 41,47 28,16 36,2 23,89
32,33 41,75 29,98 45,98 19,87
45,87 28,44 39,72 39,94 30,31
39,76 25,91 30,67 39,62 32,41
38,63 41,65 21,63 37,63 30,94
41,45 20,99 30,45 33,88 24,63
28,33 12,2 20,32 29,88 30,54
41,13 46,03 32,74 35,52 29,61
35,44 34,54 41,94 34,32 20,73
38,23 49,14 37,73 41,32 32,95
39,86 31,31 42,62 35,18 29,19
32,76 40,56 33,84 36,24 23,87
40,21 30,32 32,95 39,94 28,73
37,43 25,84 31,38 36,53 27,41
32,73 28,49 27,52 35,11 32,32
29,34 32,39 2,93 38,71 31,73
36,73 21,34 43,66 36,48 26,42
39,77 45,7 37,61 34,12 28,42
32,32 31,45 33,88 37,48 20,33
31,94 32,14 31,15 32,48 36,24
41,16 33,45 20,9 34,12 28,78
37,4 38,91 41,15 36,18 24,15
40,45 27,15 31,31 29,56 36,71
41,98 26,21 31,01 39,43 21,77




áreas de los núcleos de la
















También existen diferencias entre los grupos ApoE y ApoE+D (P=0.014). 
Gráfica 21.- Representación
de los grosores medios de la
membrana de Bruch (µm).
Existen diferencias
significativas del grupo
Control con respecto a todos
los  grupos.  ApoE (P=0.044) ,
ApoE+D  (P=0.002). PTEN










Control  ApoE  ApoE+D PTEN P27
 
Gráfica 22.-. Representación
de los grosores medios del
EPR (µm). Existen diferencias
significativas del grupo
Control con respecto a todos
los  grupos.  ApoE, ApoE+D,
PTEN y P27 (P<0.001). No hay













Control  ApoE  ApoE+D PTEN P27
 
Gráfica 23.-. Representación
de las superficies medias de
los núcleos celulares del EPR
(µm2). Solo existen
diferencias significativas del
grupo Control con respecto a
los  grupos.  ApoE (P=0.003),
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Gráfica 24.-. Representación
de las superficies medias de
los núcleos celulares de la
capa nuclear externa (µm2).
Solo existen diferencias
significativas del grupo
Control con respecto a al
grupo P27 (P<0.001). 
 
Gráfica 25.-. Representación
de las superficies medias de
los núcleos celulares de la
capa nuclear interna (µm2).
Solo existen diferencias
significativas del grupo
Control con respecto a al
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   Fig. 39.- Microscopía Electrónica 100.000X.  Montaje de diversas micrografías 
correspondientes a cada uno de los grupo del estudio, donde se comparan fácilmente 
los grosores de las membranas de Bruch, marcado por las flechas. 
191 





























































               ESTUDIO MORFOLÓGICO. 
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RESULTADO DEL ESTUDIO MORFOLÓGICO DE LOS NERVIOS 
ÓPTICOS. 
 
ESTRUCTURA DEL NERVIO ÓPTICO DE LOS RATONES DEL GRUPO 
CONTROL 
 
Los nervios ópticos están compuestos por un número considerable de haces de fibras 
ópticas, con preponderancia de los cilindro-ejes de las células ganglionares de la retina 
y firmemente sujetos por tejidos de sostén. 
   Cerca del globo ocular, el NO está formado por unos haces de tamaño variable, los 
cuales están compuestos por un número diferente de fibras del nervio óptico, 
mielinizadas de  variado espesor y diámetro y separadas unas de otras por un septum 
de tejido conectivo (representado por células conectivas y fibras colágenas elásticas).  
 
 
Fig 40.- Sección transversal de un nervio
óptico. Los núcleos de las células gliales
aparecen como puntos pigmentados
(flecha). 




   En un corte transversal del NO, el septum conectivo aparece como una red o malla. 
En contraste con esta delicada red tisular se encuentra un tejido neuroglial 
principalmente representado por los astrocitos y sus expansiones fibrosas. Como 
contenido posee los haces del nervio óptico. 
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   El más inmediato revestimiento del NO y de hecho una parte de su propia 
sustancia, es una capa delgada de tejido conectivo: La Piamadre, que contiene 
numerosos vasos sanguíneos de pequeño calibre, cuyas ramas penetran en el septum 


























   Por fuera de esta capa se en
desprovista de vasos sanguíneo
 1 
NO Semifino (1 µm) 
Tec.: Azul de Toluidina. 
Aumento: 100X. Grupo: Control.. 
Abajo:  Micrografía que muestra
un detalle de la membrana
exterior del NO, donde destaca
la presencia de fibras de colágeno
(1) con  su orientación especial.
Se puede apreciar también la
presencia de un meningocito (2).
En el interior aparecen los axones
mielinizados (3). Ultrafino
(0,5 µm) Aumento: 25.000X
Grupo: Control.. 
cuentra la segunda envoltura del NO, la Aracnoides, 
s. 
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   El tercer revestimiento es una vaina fibrosa y gruesa  denominada Paquimeninge 
por su espesor: la Duramadre. Está compuesta por una capa más interna, densa y 
otra más externa de tejido conectivo compuesto por células y fibras. Contiene 
pequeños y escasos vasos sanguíneos y también delgados nervios. 
 
La microvascularización del NO de los ratones. 
 
   Es importante destacar en este punto la particular anatomía que presentan los 
roedores en cuanto a la distribución del sistema vascular dentro del NO. Una de 
las primeras variaciones con respecto al modelo humano, es la ausencia de la 
arteria y vena central de la retina en la parte central del NO, situándose estas por 
fuera de la envoltura de este (Fig 42.-). 
 
 
Fig 42.-    La  anatomía particular
del nervio óptico en ratones hace
que la arteria central de la retina
circule en todo momento por fuera
de la vaina del nervio óptico, motivo
por el que no hallaremos grandes
vasos en el interior de las secciones
transversales de los nervios. 
 
   La arteria oftálmica,  en su bifurcación dará lugar a la arteria ciliar posterior y 
arteria central de la retina. Esta última penetrará en el globo ocular colocándose 
en una posición inferior  con respecto al NO pero sin penetrar en este. La vena 
central de la retina se origina  a partir de la confluencia de las venas retinianas 
mayores de la cabeza del nervio óptico. Esta vena viajará por debajo de la cabeza 
del nervio óptico y junto con la arteria central de la retina (Fig. 43.- y 44.-).  
   Esta variante anatómica, de la que todo investigador que se inicie en el estudio 
del sistema visual en roedores debe ser conocedor, será uno de los primeros 
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hallazgos con los que nos encontraremos a la hora de estudiar las secciones de los 
NO. Morrison y cols. y Sugiyama y cols. publicaron una perfecta descripción de 



















 Fig. 44.- Pequeño vaso que penetra  en
la  envoltura meníngea del N.O.
aportando nutrientes y oxígeno al nervio. 
Grupo: Control. 
Tec.: Azul de Toluidina. 
















 Fig. 43.- Vaso venoso de gran
calibre situado por fuera de la
envoltura meníngea del NO. Vena
central de la retina  
Grupo: Control. 
Tec.: Azul de Toluidina. 
Aumento: 20X  
 
LEMENTOS GLIALES DEL NO. 
  Las células gliales son identificadas fácilmente en el NO tanto bajo microscopía 
ptica como electrónica. Sus funciones comprenden: Soporte mecánico neuronal, 
filtro” entre la sangre y las neuronas, contribución a ciertas actividades 
euronales, control de la composición del líquido extracelular, producción de la 
aina de mielina, provisión de una guia a las neuronas migratorias y sus procesos 
xonales, durante el desarrollo embrionario del SNC, formación de la cicatriz tras 
año tisular y eliminación del tejido local dañado.  
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   Las células que componen los elementos gliales son:   
   Astrocitos: Son de forma estrellada y se hallan alineados en el NO de forma que 
siguen el eje mayor del nervio. Se localizan en los tabiques y son más numerosos en 
la periferia, desde donde envían sus expansiones citoplasmáticas al interior de los 
tabiques. Los astrocitos son de dos tipos:  
- Astrocito protoplasmático: tiene un núcleo mayor que los oligodendrocitos y 
que la microglia, un citoplasma granular abundante y numerosas 
prolongaciones gruesas. 
- Astrocito fibroso: Expansiones largas, delgadas, lisas y con ramificaciones. 
Dentro del citoplasma distinguiremos estructuras fibrilares que 
corresponden a agrupaciones de filamentos delgados. Serán los que 














Fig. 45.- Izquierda: Detalle donde se aprecian los núcleos de los astrocitos 
rodeados por los axones mielinizados. Semifino (1 µm) Tec.: Azul de Toluidina. 
Aumento: 100X. Grupo: Control..Derecha: Núcleo y proceso de célula glial 
(astrocito), con sus componentes citoplasmáticos característicos. (REP, 
mitocondrias,...). Ultrafino (0,5 µm) Aumento: 25.000X Grupo: Control. 
 
   Incluido dentro del citoplasma de los astrocitos hay estructuras fibrilares. Las 
micrografías electrónicas muestran que estas estructuras corresponden a 
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agrupaciones de filamentos delgados que están presentes abundantemente en el 
citoplasma. 
 
             
 
Fig. 46.- Detalle del citoplasma del astrocito. Abundantes filamentos intermedios 




   Oligodendrocitos: Los oligodendrocitos del NO son similares a los de la sustancia 
blanca cerebral. Se disponen en columnas longitudinales. Son más numerosos en el 
centro que en la periferia. Participan en la formación de la mielina alrededor de los 
axones y no poseen conexiones vasculares, aunque si tienen expansiones 
citoplasmáticas muy numerosas. Los procesos citoplasmáticos envuelven a los 
axones concéntricamente formando la vaina de mielina, que es interrumpida a 
intervalos regulares por lagunas llamadas nódulos de Ranvier. 
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Fig. 47.- Izquierda: Detalle donde se aprecia un oligodendro
axones mielinizados. Semifino (1 µm) Tec.: Azul de Toluid
Grupo: Control..Derecha: Núcleo de un oligodendrocito con 





 2011cito  rodeado por los 
ina. Aumento: 100X. 
abundante cromatina 
) Aumento: 25.000X 






 Fig. 48.- Detalle del citoplasma del oligodendrocito y sus organelas. Núcleo 
celular (1), el citoplasma de estas células es denso, rico en ribosomas (2), y en 
cisternas del retículo rugoso, un gran aparato de Golgi  (3) y numerosas 
mitocondrias (4). Ultrafino (0,5 µm). Aumento: 100.000X Grupo: Control 
 
AXONES Y VAINAS DE MIELINA. 
 
   La oligodendroglía es considerada el elemento responsable de la mielinización 
del NO. La membrana lipídica es una estructura estable compuesta por una capa 
lipídica bimolecular y por dos monocapas de proteínas. 
   La mielina es pues el resultado de la envoltura en espiral de una prolongación de 
una célula glial, el oligodendrocito en el SNC, que envía una prolongación 
citoplasmática que rodea al axón y se enrosca alrededor de él, con la ayuda de un 
brazo que está formado por el mesoaxón. Al plegarse las membranas dan lugar a la 

























alrededor de los axones
Semifino (1 µm ) 












electrónica de los axones
mielinizados. 
Ultrafino (0,5 µm) Aumento:
25.000X 
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Fig. 51.- Micrografía de un axón en su etapa inicial de mielinización (1). La vaina 
de mielina está constituida por un enrollamiento espiral multiestratificado (2) de la 
membrana de los oligodendrocitos. Las dos porciones de la membrana del 
Oligodendrocito, aplicadas una a otra, forman el mesaxón interno (3), que se 
extiende desde el espacio periaxónico a la capa más interna de la envoltura de 
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Fig. 52.- Oligodendrocito realizando sus proyecciones citoplasmáticas para 
mielinizar los axones próximos. Cromatina nuclear del oligodendrocito (1), 
citoplasma del oligodendrocito (2), prolongaciones citoplasmáticas (3). Ultrafino 
(0,5 µm) Aumento: 25.000X Grupo: Control 
 
Alteraciones morfológicas halladas en la vaina de mielina de los axones 
de los nervios ópticos. 
 
 
   Tal y como ha quedado explicado en el apartado de material y métodos hemos 
considerado como alteraciones de la vaina de mielina: la ruptura de esta, las 
vacualizaciones  en su espesor o la mielinización alterada. 
   Existe un aumento significativo en cuanto a las alteraciones de la vaina de los 
axones en todos los grupos del estudio excepto en el grupo PTEN, siempre en 
comparación a los hallazgos detectados en el grupo control. 
   El número total de vainas de mielina alteradas en el grupo control fue de 29, lo 
que representa el 6.9% sobre el total de fibras contabilizadas. En el grupo ApoE, la 
cantidad de axones con alteraciones en su cubierta mielínica fue de 67, el 15.95%. 
En el grupo ApoE+D, 76, es decir, el 18.09%. En el grupo PTEN 47, el 11.18%. y por 
último en el grupo P27 fue de 126, el 30%. Todos los porcentajes quedan 
reflejados en la Gráfica 26. 
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degeneración  de la
capa de mielina y
heterogeneidad en el
grosor de la vaina
(flechas). 
Ultrafino (0,5 µm) 
Aumento: 30.000X.
Grupo ApoE+D. 





Fig.54.- Detalle en el que se
muestra la presencia de
roturas en la cubierta de
mielina del axón (flecha). 
Ultrafino (0,5 µm) 














de las laminillas de mielina
(flecha). (0,5 µm) 
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Fig.57.- Axón con una
vaina degenerada (1).
que ha sido recubierta
por otra normal (2).
(0,5 µm) 
Aumento: 28.500X. 








Fig.58.- Detalle de la
vaina degenerada de la
micrografía anterior (1) y
su recubrimiento con la




(2). (0,5 µm) 
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Fig.59.- Detalle de una cubierta
mielínica bien organizada que al llegar a
un punto (flecha), sufre una ruptura
total. 
(0,5 µm) 




Fig.60- En este grupo de
axones pueden apreciarse
diversas alteraciones




roturas (3). Se muestra




astrocito (4).  
(0,5 µm) 












                                                                                                   Resultados.   
 
Fig. 61.- En el grupo
PTEN, las alteraciones
























 Control  ApoE  ApoE+D PTEN P27
 
 
Gráfica 26.-  Representa el porcentaje de axones que muestran en su vaina de 
mielina alguna de las alteraciones que hemos comentado a lo largo de este 
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Alteraciones morfológicas halladas en el interior de los axoplasmas. 
 
   Hemos considerado como alteraciones en el interior del axoplasma los perfiles 
micrográficos que mostraban imágenes sugerentes de la existencia de vacuolas en 
el interior del axón y que se muestran en el microscopio electrónico como espacios 
de baja densidad electrónica. 
   Existe un aumento significativo en cuanto a las alteraciones axoplásmicas en 
todos los grupos del estudio excepto en el grupo PTEN, siempre en comparación a 
los hallazgos detectados en el grupo control. 
   El número total de axoplasmas alterados en el grupo control fue de 34, lo que 
representa el 8.09% sobre el total de fibras contabilizadas. En el grupo ApoE, la 
cantidad de axones con alteraciones fue de 72, el 17.14%. En el grupo ApoE+D, 80, 
es decir, 19.04%. En el grupo PTEN 36, el 8.57%. y por último en el grupo P27 fue 





















Fig. 62.- Axón que presenta un perfil
compatible con un posible proceso de
degeneración y vacuolización interna de
su citoplasma (?). 
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Fig. 63.- El axoplasma de
este axón muestra señales
de probable degeneración ,
que se manifiesta con la
presencia de una zona
vacía que prácticamente lo
rodea completamente (?). 








Fig. 64.- (A) Micrografía
de un axón que muestra un
perfil morfológico sugerente
de la existencia de un
proceso de degeneración
interna donde se aprecian
vesículas membranosas en el
interior del axoplasma (1),
con presencia de vacuolas
extraxoplásmicas (2) que
retraen el axolema(3).
Ultrafinos (0,5 µm) 
Aumento: 40.000X 
Grupo ApoE+D. 
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Fig. 65.- (A) Micrografía correspondiente al grupo Control donde pueden 
apreciarse los axones con una morfología homogénea y donde la existencia de 
vacuolas o vesículas intraxonales es prácticamente inexistente. Abajo (B), 
micrografía correspondiente al NO de un animal del grupo P27. Obsérvese la gran 
cantidad de axones con vesículas y espacios electrónicamente vacíos en su 














 Control  ApoE  ApoE+D PTEN P27
 
       
 
 
Gráfica 27.-  Representa el porcentaje de axones que muestran en axoplasma 
alguna de las alteraciones que hemos comentado. Se expresa como porcentaje 
sobre el total de axones analizados para cada grupo. 
 
 
Alteraciones morfológicas halladas en las células macroglíales. 
 
   Del estudio morfológico  de las células macroglíales, bajo microscopía 
electrónica destacamos como hallazgo fundamental la existencia de una clara 
alteración de los núcleos celulares correspondientes mayoritariamente  a los 
astrocitos del grupo de estudio P27. En ellos se aprecia un núcleo claro, con 
densidad electrónica baja, posible marcador de daño celular. Por otro  lado también 
apreciamos condensación de la cromatina, dando lugar estas a “nucleosomas” que se 
posicionan alrededor de la membrana nuclear. Del mismo modo hemos hallado en el 
citoplasma de algunos astrocitos cuyo núcleo presentaba los signos anteriormente 
descritos, la presencia de zonas electrónicamente vacías, que se mostraban como 
espacios vacuolares. 
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Fig. 66.- Micrografía que muestra la estructu
un animal del grupo control. Se muestra un núc
condensada (1) y dos nucleolos (2). 





           
 
 Fig. 67.- Micrografía de un astrocito del grup
electrónica baja y condensación de la cromatin
que se posicionan alrededor de la membrana nuc




ra de un núcleo de un astrocito de
leo alargado con escasa cromatina
ntrol. 
 
o P27: Núcleo claro, con densidad
a, dando lugar a “nucleosomas” (1)
lear. Ultrafino (0,5 µm). Aumento:






Fig. 68.- Micrografía de otro núcleo astrocitario con idénticas características a las
mostradas en la Fig. 67. 
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Resultado del estudio morfológico de las retinas. 
 
  El examen con microscopía electrónica de las secciones seriadas trasversales del 
globo ocular nos ha permitido analizar las características de la esclerótica, 
coroides y retina de los ratones. En nuestro estudio nos hemos centrado en el 
estudio de la retina de los diferentes grupos.  
   En cada uno de los grupos hemos conseguido identificar todas las capas 
retinianas y los diferentes fenotipos celulares.  
   Mediante la utilización de la microscopía electrónica hemos valorado las 
características ultraestructurales de la capa de fotorreceptores, así como la de 
las células ganglionares y fibras del nervio óptico. También hemos analizado el 
epitelio pigmentario de la retina y la membrana de Bruch de los diferentes 
animales. 
Las retinas de los ratones control. 
 
LA MEMBRANA DE BRUCH. 
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Fig.69- Micrografía electrónica de la Membrana de Bruch. Membrana Basal de la 
Coriocapilar (MBC), Capa Colágena Externa (CCE). Capa Elástica (CE), Capa Colágena 
Interna (CCI)  y Membrana Basal del Epitelio Pigmentario de la Retina (MBE). 
Ultrafino (0,5µm). Aumento: 100.000X Grupo: Control 
 
   Con la ayuda de la microscopía óptica es posible identificar 5 capas que 
conforman la membrana de Bruch.  
   La membrana basal de la coriocapilar: Esta es la única capa discontinua de las 
cinco, estando ausente en las zonas en que la MB atraviesa zonas situadas entre los 
capilares de la coroides. Está compuesta fundamentalmente por fibras colágenas 
IV y VI. 
   La capa colágena externa: Se trata de una red de fibras colágenas embebidas en 
una matriz de mucopolisacáridos y que se orientan fundamentalmente en el mismo 
plano de la membrana.   
   La capa elástica: Sus fibras forman una capa continua aunque fenestrada. Esta 
compuesta por fibras de elastina que varían entre ellas en cuanto a tamaño y 
grosor. 
   La capa colágena interna: Es de todas, la capa más gruesa pero su composición es 
idéntica a la de la capa colágena externa. 
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   La Membrana Basal del Epitelio Pigmentario de la Retina: Aunque de composición 
similar a la encontrada en la membrana basal de la coriocapilar, esta es continua. 
(192,193).  
 
   EL EPITELIO PIGMENTARIO DE LA RETINA. 
    
   El EPR es un epitelio monoestratificado con características secretoras (Fig.-70). 
Las células adquieren una morfología cuboidal en una perspectiva trasversal y 
hexagonal en una visión desde arriba. La estrecha unión de las porciones apicales 




electrónica del EPR de un
ratón adulto perteneciente al
grupo Control. Membrana de
Bruch (MB), Invaginaciones
Basales (IB), Mitocondrias
(Mit), Núcleo (N), Gránulos de
Melanina (GM),
Microvellosidades  (M),
Segmentos Externos (SE). 
Ultrafino (0,5 µm) Aumento:
6.000X Grupo: Control 
 
   La parte apical de las células del EPR posee múltiples microvellosidades que se 
prolongan verticalmente entre los segmentos externos de los fotorreceptores 
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hasta envolverlos parcialmente. También en la porción apical se concentran gran 
cantidad de gránulos de melanina.  
   La porción medial contiene los núcleos celulares así como algunas vesículas 
digestivas (lisosomas). 
   En la parte inferior se sitúan infinidad de invaginaciones membranosas que 
aumentan la superficie de absorción y secreción (Fig. 71).   
 
 
Fig. 71.- Detalle de la porción
basal del EPR donde destacan la
presencia de mitocondrias e
invaginaciones membranosas
destinadas a aumentar la
superficie de absorción-secreción 
Ultrafino (0,5 µm) Aumento: 
25.000X Grupo: Control 
 
 
   Una de las principales funciones realizadas por el epitelio pigmentario es la 
fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores. Esta labor se pone 
de manifiesto en el estudio morfológico de las retinas (Fig.72). Los 
fotorreceptores, continuamente expuestos a las radiaciones lumínicas, acaban 
siendo dañados y precisan ser regenerados. Así, cada uno de los fotorreceptores 
es fagocitado por el EPR al mismo tiempo que uno nuevo es sintetizado. Los restos 
fagocitados de los discos de los fotorreceptores son encapsulados en vesículas 
llamadas fagosomas.  
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   Otros procesos en los que interviene de modo activo el EPR son: adaptación a la 
luz, transporte de iones y nutrientes, síntesis de enzimas y factores de 
crecimiento, ciclo de los “pigmentos visuales”, actividad eléctrica de la retina y 
funciones de reparación.       
 
    
Fig. 72.- Detalle de la porción
apical del EPR donde se produce
la fagocitosis de los discos de los
fotorreceptores. Se aprecian las
microvellosidades envolviendo en
este caso a dos discos. Ultrafino
(0,5 µm) Aumento: 10.000X
Grupo: Control 
 
LOS FOTORRECEPTORES.  
 
   Los fotorreceptores son las células sensoriales que trasforman la luz en energía 
eléctrica mediante procesos bioquímicos. La morfología de los segmentos externos 
de los fotorreceptores aparece como una empalizada, anclados al epitelio 
pigmentario por un lado y en la parte opuesta por la membrana limitante externa, 
que delimita la zona de los núcleos que ocupa la capa nuclear externa. 
   Los segmentos externos son la zona especialmente fotosensible de cada célula y  
contienen bien el pigmento rodopsina o iodopsina. Estos fotopigmentos se 
encuentran en unas estructuras denominadas laminillas o discos. Los discos están 
formados por un par de membranas paralelas que se unen y se continúan unas con 
otras en sus extremos y limitan una cavidad muy estrecha. Los discos se van 
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formando continuamente y añadiendo al extremo vítreo del segmento externo de la 
célula fotorreceptora. Los más antiguos se desplazan en dirección a la esclera 
hasta el epitelio pigmentario donde las células los fagocitan.  
 
 
   Los segmentos internos de los fotorreceptores contienen las 
producción de energía y la síntesis de proteínas. Presentan un
mitocondrias de tamaño considerable. 
 
 








Grupo: Controlorganelas para la 
 gran número de 
Fig. 74.- 
 Micrografía que
muestra la zona de
transición entre los
segmentos externos











   La capa nuclear externa engloba a numerosos núcleos fotorreceptores, de 
tamaño medio y coloración oscura que se caracterizan por la presencia de acúmulos 
de cromatina condensada. La membrana limitante externa está formada por la 
condensación de citoplasmas de las células de Müller y forma una red alrededor de 




   Esta capa contiene los cuerpos celulares de las células horizontales de conos y 
bastones y  células amacrinas, ambos tipos configuran vías laterales que modifican 
y controlan el mensaje que aportan las vías directas ( conos / bastones - células 
bipolares - células ganglionares). También contiene los cuerpos celulares de 
bipolares y células de Müller, estas últimas con funciones de soporte y sostén. (Fig. 
33)   
 
CELULAS GANGLIONARES Y FIBRAS OPTICAS. 
 
   En cuanto a la capa de células ganglionares y fibras del nervio óptico, hemos 
observado en el citoplasma de las células ganglionares, las organelas habituales 
(retículo endoplásmico rugoso, mitocondrias, neurofilamentos, aparato de Golgi 
yuxtanuclear y ribosomas). Sus axones contienen neurotúbulos y múltiples 
mitocondrias dispuestas en fila, son amielínicos, no tienen extensiones colaterales 
y abandonan la retina a través de la papila óptica para formar los axones del nervio 
óptico. Las células y también las fibras del nervio óptico están rodeadas por las 
prolongaciones de las células de Müller y por los astrocitos. El límite de la retina 
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con la superficie vítrea lo constituye la membrana limitante interna, una verdadera 








  En el examen bajo microscopía electrónica
morfológicas relevantes en las siguientes estructur
grupos de estudio. 
 224Fig. 75.-. Micrografía que
muestra la zona de
transición entre la capa
plexiforme interna
(izquierda ) y ganglionar
(derecha).  Ultrafino
(0,5 µm) Aumento: 6.000X
Grupo: Control Fig. 76.-.Capa de fibras
nerviosas, sus axones son
amielínicos y abandonarán
la retina a través de la
papila para formar el
nervio óptico.  Ultrafino
(0,5 µm) Aumento:
10.000X Grupo: Control 
, hemos hallado diferencias 
as retinianas de los diferentes 




Las retinas de los ratones de los grupos ApoE y ApoE +D. 
 
MEMBRANA DE BRUCH. 
 
   Los hallazgos ultraestructurales presentes en la MB de los dos grupos ApoE 
Knockout se hallan representados en la micrografía Fig. 77.- El análisis 
ultraesructural reveló dos tipos de cambios vacuolares. Por un lado detectamos la 
presencia de partículas electrolúcidas situadas entre ambas capas colágenas de la 
MB. Además de estas, hallamos la existencia de vacuolas que presentaban 
envolturas compatibles con perfiles de estructuras membranosas, de mayor tamaño 
y también situadas entre ambas capas colágenas.   
   Las “vacuolas no rodeadas por membranas”, fueron halladas en nuestro caso 
solamente en 2 de los siete animales control, y estuvieron presentes en  5 animales 
del grupo ApoE y en los 7 del grupo ApoE+D. 
   Las “vacuolas  rodeadas por membranas”, no fueron halladas en ninguno de los 
ratones control, pero sí se detectaron en los 7 animales de los grupos ApoE y 
ApoE+D.   
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ig. 77.- Vesícula rodeada por una membrana (?) y vesículas no
odeadas por membranas (flechas), EPR: epitelio pigmentario de la
etina.  Ultrafino (0,5 µm) Aumento: 100.000X Grupo: ApoE+D 
LIO PIGMENTARIO DE LA RETINA. 
os documentado en el estudio morfológico de las micrografías del EPR de los 
s ApoE y ApoE+D la desaparición del patrón de polarización apical de los 
los de pigmento de melanina presente en el grupo control. Hemos detectado 
os grupos la distribución de la mayoría de los gránulos de melanina a lo largo 
o el citoplasma y posicionándose incluso por debajo de los núcleos celulares y 
os a la MB. No hemos hallado una diferencia sustancial en cuanto a la 
bución de estos gránulos entre los grupos ApoE y ApoE+D. 
otro lado, hemos comprobado como en  los animales de los grupos ApoE y 
D, y en comparación al grupo control,  los gránulos de melanina eran 
ntemente menos numerosos pero de mayor volumen, hallazgo este que se 
ntó en los siete animales estudiados de cada uno de los dos grupos y en cada 
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una de las secciones ultrafinas estudiadas. Tampoco en este punto hemos hallado 






Fig. 78.-. A la izquierda, micrografía del EPR de un animal del grupo
ApoE+D, a la derecha, el EPR corresponde a un animal del grupo Control.
Obsérvese la distribución apical de los pigmentos de melanina en la
micrografía de la derecha, mientras estos se distribuyen a lo largo del
citoplasma y acercándose a la MB en la micrografía de la izquierda (ApoE+D)






CAPA DE CELULAS GANGLIONARES. 
 
   A nivel de la capa ganglionar, encontramos perfiles micrográficos compatibles 
con alteraciones citoplasmáticas de las células ganglionares, que se ponen de 
manifiesto por la presencia de vacuolizaciones internas con alteraciones y rupturas 
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Fig. 79.-. Micrografía
que muestra una célula








Las retinas de los ratones PTEN. 
  A pesar de las diferencias morfométricas señaladas en apartados anteriores, a 
nivel morfológico únicamente cabe destacar diferencias reseñables en la capa más 
externa de la retina, es decir, en el EPR y MB. 
EPITELIO PIGMENTARIO DE LA RETINA. 
   Como en el caso de los ratones del grupo ApoE y ApoE+D, hemos detectado en este 
grupo, una pérdida de la polaridad apical de los gránulos de pigmento de melanina, 
mostrándose estos dispersos en el citoplasma.  
 
Fig 80.-. Micrografía que muestra
la pérdida de la polaridad apical de
los gránulos de pigmento del EPR.
Ultrafino (0,5 µm) Aumento:
6.000X Grupo: ApoE+D. 
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MEMBRANA DE BRUCH. 
 
   Los ratones del grupo PTEN presentaban a nivel de la MB irregularidades en su 
grosor  aunque con un aumento generalizado de este, según describimos en el apartado 
de morfometría. 
   Destacamos también la abundante presencia de espacios electrónicamente poco 
densos, dispersos por la MB y que se corresponderían con las “vacuolas no 








Fig. 81.- Espacios electrónicamente poco densos distribuidos a lo largo de la MB 
de este animal PTEN (flecha) y cuyos perfiles micrográficos son idénticos a los 
que definíamos como “ Vesículas no rodeadas por membranas” de los grupos ApoE 
y ApoE+D.  Ultrafino (0,5 µm) Aumento: 60.000X Grupo: ApoE+D. 
 
Las retinas de los ratones del grupo P27. 
 
   Las retinas de los ratones P27 muestran bajo microscopía electrónica profundas 
alteraciones morfológicas a lo largo de todo su espesor. 
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MEMBRANA DE BRUCH. 
 
   Hemos detectado la presencia de numerosas vacuolas en el interior de la MB, así 
como la existencia de irregularidades en su grosor y rupturas puntuales que afectaban 





Fig. 82.-.Detalle de la MB donde se muestran espacios electrónicamente vacios,
compatibles con rupturas totales de su  espesor .  Ultrafino (0,5 µm) Aumento:
100.000X Grupo: P27 
EPITELIO PIGMENTARIO DE LA RETINA. 
   Esta estructura muestra importantes espacios vacíos en el citoplasma de las células 
epiteliales con graves cambios en sus mitocondrias. Por su parte, los núcleos celulares, 
aunque conservando al menos parcialmente la membrana nuclear, presentan 




(flecha) y núcleo celular
vacio de material genético
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   En otros casos  detectamos cambios a nivel nuclear por condensación de la 
cromatina, dando lugar estas condensaciones a “nucleosomas” que se posicionan 
alrededor de la membrana nuclear. Alteraciones estas semejantes a las descritas en 
los procesos de apoptosis celular. 
 
 
Fig. 84.- Micrografía de un
núcleo celular del EPR de un
animal P27, mostrándose la fase
inicial del proceso de
condensación de la cromatina
nuclear formando “nucleosomas”.
Ultrafino (0,5 µm). Aumento:









 Fig. 85.-A: Estadio incipiente del proceso de apoptosis con inicio de la
condensación de la cromatina del núcleo de una célula del EPR B: Estadio
intermedio del proceso. C: condensación total de la cromatina en nucleosomas, al
borde de la fragmentación celular. Ultrafino (0,5 µm). Aumento: 10.000X. Grupo:
P27. A B231C
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CAPA DE LOS SEGMENTOS DE LOS FOTORRECEPTORES. 
 
   Morfológicamente destaca la presencia de una importante alteración de los discos 







con rupturas (?) y
vacuolización interna






CAPAS NUCLEARES EXTERNA E INTERNA. 
 
   Aunque al compararlas con el resto de las capas estudiadas en este modelo, parecen 
las menos alteradas, en un estudio más minucioso y detallado podemos detectar 
también en ellas espacios vacios y una evidente disminución de la densidad celular en 
comparación al grupo control (Fig 87). En algunos casos hemos observado núcleos 
celulares con condensaciones de la cromatina a modo de nucleosomas (Fig 88). 
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CAPA DE CELULAS GANGLIONARES Y FIBRAS ÓPTICAS. 
 
   Dada la consistencia histológica de las retinas de  estos animales, hemos encontrado 
serias dificultades a la hora de obtener muestras en buen estado para su estudio, en 
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los casos en los que se consiguió con éxito hallamos también células ganglionares y 
fibras con perfiles micrográficos de daño celular (vacuolización, alteraciones 










































































                                                                                                      
                          Resultados de la Inmunocitoquímica. 
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   En las tablas sucesivas se indica el número total de partículas contabilizadas, para 
MBP,  por micrografías y en cada uno de los ejemplares de los diferentes grupos. 
 
 









Micrografía Ejemplar 016 Ejemplar 017 Ejemplar 018 Ejemplar 019 Ejemplar 020 Ejemplar 021 Ejemplar 022 
1 207 236 238 274 214 321 215 
2 240 245 274 268 199 304 241 
3 270 255 306 314 225 247 236 
4 241 325 207 204 244 287 202 
ApoE 
Micrografía Ejemplar 016 Ejemplar 017 Ejemplar 018 Ejemplar 019 Ejemplar 020 Ejemplar 021 Ejemplar 022 
1 195 219 240 187 178 241 204 
2 231 221 147 223 196 218 235 
3 154 198 217 254 201 211 188 
4 236 201 168 221 187 247 198 
ApoE+D 
Micrografía Ejemplar 016 Ejemplar 017 Ejemplar 018 Ejemplar 019 Ejemplar 020 Ejemplar 021 Ejemplar 022 
1 210 209 241 199 175 214 217 
2 187 304 147 263 208 184 198 
3 149 241 165 241 169 198 178 
4 236 258 178 198 184 184 169 
 




















Tabla 85.- Partículas contabilizadas de MBP en el grupo P27. 
 
    Como en el caso anterior, en las siguientes tablas figura el número total de 
partículas contabilizadas, para GFAP,  por micrografías y en cada uno de los 





Micrografía Ejemplar 016 Ejemplar 017 Ejemplar 018 Ejemplar 019 Ejemplar 020 Ejemplar 021 Ejemplar 022 
1 241 255 249 250 271 241 218 
2 217 274 289 174 235 262 271 
3 301 247 268 296 300 207 236 
4 265 279 314 256 217 272 256 
P27 
Micrografía Ejemplar 016 Ejemplar 017 Ejemplar 018 Ejemplar 019 Ejemplar 020 Ejemplar 021 Ejemplar 022 
1 230 216 218 236 237 198 237 
2 245 241 199 241 245 234 241 
3 196 239 249 216 234 248 234 
4 239 241 236 238 241 235 246 
Control 
Micrografía Ejemplar 016 Ejemplar 017 Ejemplar 018 Ejemplar 019 Ejemplar 020 Ejemplar 021 Ejemplar 022 
1 30 36 29 27 25 33 31 
2 27 35 26 32 16 35 27 
3 32 32 21 34 39 37 28 
4 21 24 30 26 38 33 36 
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Micrografía Ejemplar 016 Ejemplar 017 Ejemplar 018 Ejemplar 019 Ejemplar 020 Ejemplar 021 Ejemplar 022 
1 21 20 21 21 17 28 28 
2 22 34 26 24 20 21 28 
3 27 24 28 23 22 23 29 
4 23 27 21 22 24 24 25 
 
 
Tabla 88.- Partículas contabilizadas de GFAP en el grupo ApoE+D. 
 
PTEN 
Micrografía Ejemplar 016 Ejemplar 017 Ejemplar 018 Ejemplar 019 Ejemplar 020 Ejemplar 021 Ejemplar 022 
1 24 26 32 32 32 32 33 
2 31 28 31 29 36 28 26 
3 35 25 24 27 34 28 25 









Micrografía Ejemplar 016 Ejemplar 017 Ejemplar 018 Ejemplar 019 Ejemplar 020 Ejemplar 021 Ejemplar 022 
1 33 29 31 20 31 34 25 
2 15 26 25 31 23 27 31 
3 19 28 27 24 21 33 23 
4 26 28 21 18 24 28 27 
P27 
Micrografía Ejemplar 016 Ejemplar 017 Ejemplar 018 Ejemplar 019 Ejemplar 020 Ejemplar 021 Ejemplar 022 
1 12 11 5 21 14 4 7 
2 6 14 15 20 3 5 12 
3 15 4 17 16 7 14 11 
4 25 7 19 12 3 6 9 
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   La gráfica 28.- muestra los resultados obtenidos en cuanto a la densidad media de 
partículas +/- DE para MBP por cada 65 µm2, que como vimos en el apartado de 
material y métodos correspondía a las micrografías tomadas a 15.000X. Hemos 
constatado una diferencia estadísticamente significativa del grupo Control con 
respecto al grupo ApoE (P<0.001), al grupo ApoE+D (P<0.001) y aunque con menor 
fuerza, también con respecto al grupo P27 (P=0.017), no hallamos diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos ApoE y ApoE+D (P=0.643), ni del 
















Gráfica 28.- Representación de las medias +/- DT del recuento de partículas MBP 
por grupos. Las estrellas demuestran significación estadística. 
 
    
   En el caso de GFAP y como anteriormente, hemos hallado diferencias 
estadísticamente significativas entre el Control y los grupos ApoE y ApoE+D (p=0.006 
y p<0.001 respectivamente), en cuanto al grupo P27, la diferencia fue 
estadísticamente más potente que en el caso de MBP (P<0.001). Al igual que en el 
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estudio MBP, no se hallaron diferencias entre las densidades al comparar el grupo 















Tabla 29.- Representación de las medias +/- DT del recuento de partículas GFAP  por 
grupos y en superficies de 8.3 µm2, (aumento 40.000X). 
 
 
    
 
   La siguiente tabla ajusta los valores obtenidos en los dos experimentos en densidad 
de partículas por µm2.  
 
part/µm2 Control ApoE ApoE+D PTEN P27 
MBP 3.86 3.2 3.13 3.93 3.57 






Tabla 91.- Densidad de partículas por µm2  
 
 
   Las sucesivas  micrografías que se muestran pretenden ser un ejemplo visual de los 
datos expuestos sobre las tablas y gráficos precedentes.  
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MBP. En este caso las partículas
de oro coloidal apenas se
aprecian dado el mayor aumento
empleado. El número
contabilizado fue de 198.  
Ultrafino (0,5 mµ). Aumento:







MBP. La cantidad de partículas
es de 43.  
Ultrafino (0,5 mµ). Aumento:





anticuerpos monoclonales anti MBP.
Menor cantidad de partículas que en
la micrografía anterior, 31. Ultrafino













Fig. 93.-Inmunocitoquímica con anticuerpos monoclonales anti GFAP. Obsérvese
como se dibujan los filamentos intermedios que configuran el citoesqueleto del








243 Fig. 94.- 
Inmunocitoquímica con
anticuerpos monoclonales









anti GFAP. Obsérvese la
menor densidad de











anti GFAP. También aquí










anti GFAP. En este grupo
apreciamos una densidad de
partículas semejante a la
observada en el grupo
control. Ultrafino (0,5 mµ ).
Aumento: 40.000X Grupo:









































245 Fig. 98.- 
Inmunocitoquímica con
anticuerpos monoclonales
anti GFAP. El grupo P27
muestra la menor













































































                                                     
  Resultados del   Western-blot (SDS page). 
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   Las proteínas estudiadas son marcadores específicos del desarrollo astroglial  
(GFAP peso molecular 56.000 kD)  y del proceso de mielinización (MBP 18.000 kD). Se 
ha analizado su expresión cualitativa y se ha procedido a la determinación 
densitométrica en los homogeneizados de nervio óptico y la comparación entre grupos 
demuestra las diferencias obvias entre las bandas correspondientes. El patrón de 
expresión de la MBP es similar entre el grupo Control y el PTEN, como se puede 
comprobar por la cuantificación densitométrica. Tanto los nervios ópticos del grupo 
P27 como los de los dos grupos ApoE y ApoE+D presentan una disminución ostensible 
de la expresión con respecto a la del Control. No obstante no existen diferencias de la 
expresión de dicha molécula entre los dos grupos ApoE. Sin embargo el grupo P27, 
aunque aparentemente alterado en su expresión, no presenta los niveles de afectación 




Fig. 88.- Bandas de expresión del Western-blot para el homogeneizado MBP de los 
nervios ópticos de los grupos de estudio. 
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 Fig. 100.-Densitometría de las bandas mostradas en la figura anterior donde se 





Fig. 101.- Bandas de expresión del Western-blot para el homogeneizado GFAP de los 
nervios ópticos de los grupos de estudio. 
 
 
Fig. 102.-Densitometría de las bandas mostradas en la figura anterior donde se 
muestra una alteración marcada del  grupo P27 y en menor medida de los dos grupos 
ApoE y ApoE+D. 
 
 
   Los patrones de expresión de la GFAP son similares entre el grupo Control  y el 
grupo PTEN, de forma análoga a lo que ocurría en el nervio óptico con la proteína MBP. 
Estos datos pueden comprobarse en el ensayo densitométrico. 
   Los nervios ópticos del grupo P27 presentan una disminución muy marcada con 
respecto al grupo Control  y los dos grupos ApoE. No existen diferencias de la 
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expresión de GFAP entre los dos grupos ApoE, aunque sí con respecto al grupo control, 
pero de forma mas moderada que  en el grupo P27. 
 
 
Fig. 103- Bandas de expresión del Western-blot para el homogeneizado GFAP de las 
retinas de los grupos de estudio. 
 
Fig. 104.-Densitometría de las bandas mostradas en la figura anterior donde se 
muestra una alteración marcada del  grupo P27 y en menor medida de los dos grupos 
ApoE y ApoE+D. 
 
   En el tejido retiniano, la expresión de la GFAP presenta un  perfil  similar entre el 
grupo Control  y el PTEN de forma idéntica al nervio óptico, como se aprecia en los 
datos del ensayo densitométrico. 
   
   En el grupo P27 la banda presenta una disminución muy notable  respecto a la banda 
de expresión proteica en el grupo Control  y también con las bandas de los dos grupos 
ApoE. No se aprecian diferencias de expresión de GFAP entre los dos grupos ApoE. 
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                                               Resultados del test de escape.
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 Los resultados, en cuanto al tiempo consumido por los ratones desde su salida hasta la 
llegada a la plataforma sumergida,  se muestran en las tablas sucesivas. Cada una de 
las tablas muestra los resultados según el grupo de estudio. En la columna de la 
izquierda figura el número de intento que es cronometrado. En la fila superior consta 
el número identificativo de cada animal. Las medias quedan recogidas en la columna de 
la derecha. Todos los tiempos se recogieron en segundos. 
 
Tabla 92.- Tiempos cronometrados para el grupo control.  
 
                       Control   
Intento Ejemplar 023 Ejemplar 024 Ejemplar 025 Ejemplar 026 Ejemplar 027 Ejemplar 028 Media+/-DT 
1 32 42 31 21 37 17 30+/-9,47 
2 26 23 22 31 21 38 26,8+/-6,55 
3 20 21 24 26 20 35 24,3+/-5,75 
4 25 30 14 28 35 23 25,8+/-7,14 
5 31 26 17 41 33 26 29+/-8,07 
6 21 36 28 30 15 5 22,5+/-11,26 
7 9 4 4 22 5 7 8,5+/-6,89 
8 4 5 3 6 6 5 4,8+/-1,17 
9 5 5 5 9 5 5 5,6+/-1,63 
10 4 4 7 5 6 4 5+/-1,26 
ApoE  
Intento Ejemplar 023 Ejemplar 024 Ejemplar 025 Ejemplar 026 Ejemplar 027 Ejemplar 028 Media+/-DT 
1 31 45 20 34 27 22 29,8+/-9,11 
2 27 47 26 22 41 41 34+/-10,24 
3 41 38 26 21 35 38 33,1+/-7,88 
4 28 32 31 33 34 23 30,2+/-4,07 
5 35 12 31 26 28 34 27,7+/-8,41 
6 21 24 40 29 30 30 29+/-6,51 
7 4 24 14 7 4 9 10,3+/-7,66 
8 7 18 5 4 4 5 7,2+/-5,42 
9 5 6 8 5 5 6 5,8+/-1,17 
10 3 7 5 7 7 6 5,8+/-1,60 
 
Tabla 93.- Tiempos cronometrados para el grupo ApoE. 
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Tabla 94.- Tiempos cronometrados para el grupoApoE+D. 
 
 
Tabla 95.- Tiempos cronometrados para el grupo PTEN. 
 
ApoE+D  
Intento Ejemplar 023 Ejemplar 024 Ejemplar 025 Ejemplar 026 Ejemplar 027 Ejemplar 028 Media+/-DT 
1 18 41 30 47 38 42 36+/-10,45 
2 33 38 27 33 29 23 30,5+/-5,28 
3 22 29 25 42 41 38 32,8+/-8,61 
4 25 31 26 22 32 31 27,8+/-4,07 
5 19 27 31 26 22 28 25,5+/-4,32 
6 31 24 30 25 34 26 28,3+/-3,93 
7 10 9 3 5 6 12 7,5+/-3,39 
8 7 7 5 7 7 11 7,3+/-1,97 
9 9 11 8 3 5 5 6,8+/-2,99 
10 4 3 4 4 3 5 3,8+/-0,75 
PTEN  
Intento Ejemplar 023 Ejemplar 024 Ejemplar 025 Ejemplar 026 Ejemplar 027 Ejemplar 028 Media+/-DT 
1 36 33 42 33 35 37 36+/-3,35 
2 27 28 32 36 28 41 32+/-5,55 
3 29 41 29 35 29 28 31,8+/-5,15 
4 34 37 27 22 22 38 30+/-7,29 
5 19 26 35 21 31 27 26,5+/-5,99 
6 34 27 41 25 27 21 29,2+/-7,17 
7 4 4 3 7 7 4 4,8+/-1,72 
8 6 6 5 9 8 6 6,7+/-1,51 
9 5 8 4 4 5 4 5+/-1,55 
10 4 7 4 3 6 5 4,8+/-1,47 
P27   
Intento Ejemplar 023 Ejemplar 024 Ejemplar 025 Ejemplar 026 Ejemplar 027 Ejemplar 028 Media+/-DT 
1 45 43 43 45 39 45 43,3+/-2,35 
2 38 32 38 39 12 39 33+/-10,62 
3 58 28 38 41 37 32 39+/-10,39 
4 12 40 40 34 24 36 31+/-11,01 
5 60 28 28 31 25 31 33,8+/-13,01 
6 46 12 24 43 27 28 30+/-12,63 
7 35 38 35 37 35 12 32+/-9,88 
8 33 35 28 35 38 25 32,3+/-4,89 
9 32 41 41 40 43 39 39,3+/-3,83 
10 38 60 39 39 37 34 41,2+/-9,41 
Tabla 96.- Tiempos cronometrados para el grupo P27 
. 
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   En las gráficas que figuran a continuación, recogemos los tiempos medios para cada 
intento y grupo de estudio. La línea negra continua representa la línea de tendencia 
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Gráfica 31.-  
Tiempos medios para
cada intento en el
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Gráfica 32.-  
Tiempos medios para
cada intento en el grupo
ApoE +D. La línea negra
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   Los tiempos recogidos para los cinco grupos en el test fue
análisis de medidas repetidas ANOVA, este análisis incluyó lo
animal, utilizándose también las 7 primeras medidas que form
aprendizaje del animal, y  momento a partir del cual, en l
percepción de luz, los tiempos comienzan a decrecer. Los re
grupo Control con el resto de grupos y los grupos ApoE y Ap
únicamente diferencias estadísticamente significativas al com
con el  P27 (P=0.001). 
   Si contabilizamos las medidas tomadas únicamente en los úl
decir, sin tener en cuenta la curva de aprendizaje del animal, 
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significación estadística entre el control y el resto de los grupos, a excepción claro 
está, del grupo P27, donde esta significación toma mayor fuerza (P<0.001). 
   Todos los animales, mostraron una línea de tendencia medial claramente 
descendente a excepción del grupo P27 donde esta fue continua. 
   En la 
celdas 
Tabla 97.- mostramos los resultados en cuanto al registro de la cantidad de 
 recorridas por cada uno de los animales en el 10º y último ensayo. 
 
 
 NUMERO DE CELDAS RECORRIDAS.                         M+/-DT 
CONTROL 15 13 15 13 12 16 14+/-1,55 
ApoE 11 15 15 16 17 15 14,8+/-2,04 
ApoE+D 13 11 14 11 15 16 13,3+/-2,07 
PTEN 15 17 14 13 12 14 14,2+/-1,72 
P27 83 147 91 96 97 94 101,3+/-22,93
 







Control ApoE ApoE+D PTEN P27
 
 
Gráfica 35.- Representación gráfica de las medias mostradas en la tabla 97.-.  
 
 
   Realizado el análisis estadístico, comparamos el grupo control con el P27, hallándose  
una fuerte significación estadística (P<0.001). No existen diferencias entre el resto 
de los grupos. 
   En las siguientes figuras se muestra la representación gráfica de la trayectoria 
trazada por los ratones del grupo control y P27,  en su último intento. 
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Fig. 106.- 10ª trayectoria. 
Animal Control 024 
Fig. 105.- 10ª trayectoria. 





                              
Fig. 107.- 10ª trayectoria. 
Animal Control 025 
Fig. 108.- 10ª trayectoria. 
Animal Control 026 
 
                                                                
Fig. 109.- 10ª trayectoria. 
Animal Control 027                                                          
260 Fig. 110.- 10ª trayectoria. 
Animal Control 028 
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Fig. 111.- 10ª trayectoria. 
Animal P27 023 





                      
 
Fig. 113.- 10ª trayectoria. 
Animal P27 025 
Fig. 114.- 10ª trayectoria. 




                      
 
Fig. 115.- 10ª trayectoria. 
Animal P27 027 
Fig. 116.- 10ª trayectoria. 
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                                                                                                       Discusión. 
 
 
      En el presente trabajo de investigación, hemos estudiado las retinas y nervios 
ópticos de cuatro grupos diferentes de ratones, tres de los cuales han sido 
manipulados geneticamente para privarles artificialmente de un determinado gen 
(cepas Knockout) y el otro grupo (control) formado por ratones salvajes wildtype 
cepas (C7BL/6J). Hemos realizado un exhaustivo estudio morfométrico y 
morfológico de las citadas estructuras a un nivel tisular, celular y 
subcompartimental, con el fin  de describir los fenotipos expresados por los 
ratones Knockout.  Hemos analizado la expresión de dos proteínas, la MBP y GFAP, 
consideradas biomédicamente como marcadoras del sistema neural, y que en 
nuestro estudio hemos aplicado a la caracterización del sistema visual. Además, 
por medio de la realización del “test de escape”, hemos investigado la repercusión 
funcional que podrían tener las alteraciones morfológicas descritas, sobre el 
comportamiento neurosensorial del animal y en particular sobre la función visual. La 
ejecución del trabajo, siguiendo el diseño inicial, ha aportado una gran cantidad de 
datos, que han sido procesados estadísticamente. 
   A la hora de trabajar con cepas de ratones Knockout, debemos tener en cuenta  
que las alteraciones descritas en un modelo experimental determinado pueden ser 
consecuencia directa de la falta de expresión de ese gen o bien, secundarias a un 
mecanismo indirecto debido a la ausencia del propio gen. Este concepto ha sido 
valorado en los tres modelos experimentales del presente estudio. 
   Con el fin de facilitar la discusión de los resultados obtenidos, presentamos los 
datos según el siguiente esquema: a) genotipo presentado por el animal, en 
concreto cepa de ratón ApoE Knockout (1), P27 Knockout (2) y PTEN Knockout (3) 
y b) estructura anatómica estudiada para cada modelo experimental, es decir, la 
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1. EL GRUPO APOE KNOCKOUT. 
 
   Esta cepa de ratones se obtiene al anular el gen que expresa la apolipoproteína A 
(195). 
   Hemos descrito alteraciones en el tamaño y en la morfología de la retina y nervio 
óptico de los animales ApoE Knockout respecto a los controles.    
   Pormenorizando, y con el objetivo de atribuir a los citados efectos directos o 
indirectos de la ausencia de la apolipoproteína E la responsabilidad sobre las 
alteraciones mostradas en el apartado de resultados, hemos dividido el grupo de 
ratones ApoE Knockout en ApoE y ApoE+D (como se describe en el apartado 
material y métodos). El primer grupo alimentado con dieta normal y el segundo 
alimentado con una dieta hipecolesterolemiante. De esta forma conseguimos que el 
elemento diferencial fundamental entre los dos grupos sea el elevado perfil 
hiperlipidémico conseguido en el grupo ApoE+D. Así, las diferencias significativas 
entre estos dos grupos pueden ser atribuidos con más base a los fenómenos 
arterioscleróticos y microvasculares que a la propia ausencia de la apolipoproteína 
E.  
   Aunque en nuestro caso, la utilización de ratones wildtype  sometidos a dietas 
hipercolesterolemiantes sería aparentemente el grupo ideal para compararlos con 
los ratones ApoE sometidos a dietas regulares (pues llegan a mostrar niveles 
similares de colesterol), para poder analizar a partir de sus diferencias, cuáles son 
secundarias a la arteriosclerosis generalizada y cuáles a la propia función de la 
ApoE. Debemos precisar que los ratones wildtype necesitan tiempo para mostrar 
placas de ateroma idénticas a las mostradas en los animales ApoE más jóvenes, por 
lo que tenemos que trabajar ya con animales muy envejecidos, y en parte 
deteriorados por otros factores que pudieran interferir con los resultados, como 
se ha descrito con anterioridad (80, 82, 195). Dada la capacidad metabólica de  los 
ratones, es posible que los niveles de lípidos plasmáticos no sean constantes. Y en 
este sentido también es discutible que los niveles de colesterol intratisulares sean 
semejantes entre los grupos, puesto que en muchos tejidos es la propia  ApoE la 
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que se encarga de “interiorizar” estas grasas (49,80), como hemos comentado en el 
capítulo de introducción.    
 
1. 1 Los nervios ópticos de los ratones ApoE Knockout. 
 
   Las cuestiones relativas a la función de ApoE en el NO surgen tras identificarla 
como una de las principales proteínas expresadas en los nervios lesionados (29). El 
posterior descubrimiento de la asociación de ApoE con determinadas 
enfermedades neurodegenerativas renovó el interés por su estudio, y en el SNC 
parece desempeñar una función protectora, adoptando funciones específicas en el 
mantenimiento y regeneración nerviosa (44, 45). ApoE es la principal 
apolipoproteína del SNC y  del líquido cerebroespinal, y también se localiza en el 
NO, donde es sintetizada por los oligodendrocitos (46).  Los resultados de nuestro 
estudio sugieren que ese mismo papel es desarrollado por la apolipoproteína a nivel 
del NO, adoptando un papel propio neuro-reparador.  
   Sin embargo, y como argumentábamos en los párrafos anteriores ¿Cómo atribuir 
a ApoE ese papel propio neuroprotector sin considerar también que este pudiera 
ser consecuencia de sus efectos sistémicos? Es razonable pensar que la 
disminución  del flujo sanguíneo debida a la arteriosclerosis podría inducir atrofia 
y daño a los axones ópticos. Los ratones utilizados en nuestro estudio son 
relativamente jóvenes (entre 16 y 20 semanas). A esta edad sólo los estadios 
precoces de la enfermedad aterosclerótica y el comienzo de la formación de alguna 
placa de ateroma es demostrable (196-198). El grosor de los vasos sanguíneos 
(199) y el flujo vascular  cerebral (200) son normales. Además, los nervios que 
sufren una disminución del riego sanguíneo presentan un característico patrón 
degenerativo centrífugo (201). Sin embargo, no hemos detectado en ningún caso la 
presencia de este patrón histológico en nuestros resultados.      
   Según ha quedado reflejado en el apartado de resultados, hemos comprobado 
como las áreas trasversales de  los nervios ópticos de los ratones pertenecientes 
al grupo ApoE y ApoE +D no han mostrado diferencias significativas entre ellas, 
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pero sí eran significativamente mayores que el grupo Control. A un nivel 
ultraestructural, el área media de los axones de los grupos ApoE y ApoE+D 
tampoco mostraba diferencias entre ellos, pero sí eran mayores que en el control. 
Aunque estos axones se encontraban ultraestructuralmente dañados, no hemos 
conseguido demostrar una reducción significativa del número total de axones, y si 
bien existe una disminución de la densidad axonal en ambos grupos ApoE y ApoE+D, 
esta no parece deberse a  pérdida axonal (con aumento del espacio “vacío” 
interaxonal) sino  al aumento de las áreas axonales que van acompañadas del 
aumento de la superficie total del NO.  
   La ausencia de diferencias significativas entre ApoE y ApoE+D, pero sí de estos 
con respecto al grupo Control, hacen debilitarse la hipótesis sobre la influencia de 
la hipercolesterolemia, decantándose en favor de una función propia de ApoE. 
   Por otro lado, la existencia de axones de mayor tamaño en estos grupos ApoE 
Knockout respecto del control, podría deberse a una afectación selectiva de los 
axones menores, sin embargo,  ya que el número total de axones no se ve alterado 
por la deficiencia de ApoE, esta hipótesis es menos convincente que pensar en la 
posibilidad de que la alteración inducida por la ausencia de la propia ApoE produzca 
la hipertrofia de todos los axones. Estos patrones anatomopatológicos son 
semejantes a los hallados en determinadas enfermedades neurodegenerativas, 
como la enfermedad de Batten (lipofuccinosis cerebral juvenil) (202) o la 
enfermedad de Tay-Sachs variante B (gangliosidosis GM2) (203), y que cursan con 
disfunción psicomotriz, pérdida de visión y muerte precoz. En ambos casos el 
patrón histológico es la hipertrofia axonal con acúmulos de material lisosómico. 
   Por otro lado, hemos comprobado mediante el estudio del índice de mielinización, 
como los axones de mayor tamaño de los grupos ApoE y ApoE+D ( más numerosos 
que en el Control) presentaban una disminución significativa de la densidad 
mielínica,  reflejada en la disminución del grosor de la vaina, hallazgo que también 
ha sido documentado en el NO de casos de enfermedad de Tay-Sachs avanzada 
(203). Siguiendo con esta hipótesis en la que la ApoE sería responsable de una 
metabolopatía, podríamos añadir que aunque no hemos hallado signos degenerativos 
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oligodendrogliales en un estudio ultraestructural minucioso, sí hemos hallado una 
disminución en la expresión de MBP, que hemos contrastado tanto en la 
inmunocitoquímica como en el estudio por western-blot. Sabemos que la 
mielinización depende directamente de los oligodendrocitos (204), células 
macroglíales donde se ha detectado la síntesis de ApoE. Pudiéramos postular 
además que esta carencia de ApoE influiría en el oligodendrocito, que de alguna 
manera sintetizaría una mielina alterada. Esta podría ser la causa de roturas y 
degeneraciones tanto en las vainas como intraxonales, como así hemos constatado 
en nuestro estudio. A favor de esto contaríamos también con el hallazgo de que a 
nivel macroglial existe una menor alteración de GFAP (proteína fundamental de los 
filamentos intermedios del citoesqueleto astroglial) que de MBP. Esta última 
aunque no es un componente estructural de los oligodendrocitos, si es fundamental 
y exclusivamente sintetizada por ellos. 
   Frente a esta hipótesis en la que consideraríamos a ApoE como un elemento 
fundamental en la morfogénesis de los axones ópticos, cabría ahora plantearnos 
una segunda hipótesis que consideraría los hallazgos de nuestro estudio como 
consecuencia de la pérdida del papel “protector”, o neuro-regenerativo que se le ha 
atribuido a esta lipoproteína. Este papel se manifiesta  por el demostrado aumento 
de la síntesis de ApoE tras producir un daño sobre el sistema nervioso. También en 
la capacidad protectora de esta lipoproteína al asociarse ciertas isoformas 
(ApoE*4) con la enfermedad de Alzheimer y con una recuperación neurológica 
deficiente tras un traumatismo cerebral (42, 43), o como ha sido probado, con la 
mayor mortalidad de estos animales en modelos experimentales de isquemia 
cerebral (205). 
   A lo largo de este trabajo de investigación hemos descrito la presencia en este 
modelo Knockout de rupturas de la vaina de mielina, vesiculaciones intralamelares, 
vainas  aberrantes, y en definitiva la existencia de alteración en los patrones de 
mielinización. También hemos señalado perfiles micrográficos sugerentes de 
alteraciones intraxonales que se han manifestado como vacuolizaciones internas.  
Estos hallazgos han sido documentados en los últimos años en la literatura 
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científica mundial, en NO que habían sido sometidos a algún tipo de noxa como 
isquemia (206), hipertensión arterial (207), carencias nutricionales proteicas 
(208), mielopatías ópticas (209) o déficits de cobre (210) entre otros.  Sin 
embargo, y partiendo de esta segunda hipótesis que hemos planteado, ¿Cómo 
podemos explicar la existencia de signos degenerativos axonales en estos modelos 
que no han sido expuestos a ningún daño sobre los nervios ópticos? Una posibilidad 
sería  que en el NO normal existiera un cierto estado oxidativo al que el ratón 
ApoE Knockout fuera especialmente sensible, de forma que de alguna manera no 
pudiera “reparar” los daños que a consecuencia de estrés oxidativo ambiental se 
produjeran. Se ha definido el estrés oxidativo como una situación de desequilibrio 
que se produce entre los mecanismos pro-oxidantes y antioxidantes a favor de los 
primeros (211). Entre los mecanismos proxidantes están los radicales libres, 
moléculas que contienen un electrón sin aparear en sus órbitas externas, que los 
hace intrínsecamente inestables y altamente reactivas, siendo los derivados del 
oxígeno y del nitrógeno los más abundantes (212). Así la detección de moléculas 
producto de la peroxidación lipídica, como el MDA (malondialdehido), indicaría que 
el proceso oxidativo se realiza de una manera natural sobre un NO normal. 
Sabemos que la concentración de MDA en un NO no expuesto a ninguna noxa 
externa es de 1.35 nmol/mg prot (213). Por otro lado parece existir una diferencia 
significativa en cuanto a la actividad antioxidante global al comparar el grupo de 
ratones ApoE Knockout y wildtype en determinados órganos como pulmón, riñón, 
plasma o  corazón (49, 52). In vitro se han realizado experimentos que demuestran 
la función  protectora de ApoE frente a la oxidación (214). Todo esto podría 
sugerir la existencia de un estado altamente oxidativo en los NO de los ratones 
ApoE Knockout, que sería muy dañino para los axones, a falta de futuros estudios 
que comparen los productos derivados de la peroxidación y los factores 
antioxidantes presentes en los NO en estos Knockout. Siguiendo con este 
razonamiento, la pérdida de la ApoE a nivel axonal sería equivalente a la pérdida de 
un potente agente protector, reparador y regenerador frente al daño oxidativo, 
haciendo a los axones y a su cubierta de mielina mucho más vulnerables. 
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   Para concluir, y en un plano puramente especulativo, constatar que existen 
evidencias que apuntan hacia la posibilidad de estimular la síntesis de ApoE desde 
los oligodendrocitos con sustancias como el y-interferon (215, 216)  que podrían 
ser la base de futuras terapias frente a enfermedades degenerativas del NO como 
el glaucoma o  la neuropatía óptica isquémica.   
 
   En resumen:  El aumento de la superficie trasversal de los NO, el patrón 
hipertrófico que muestran los axones y las alteraciones presentes tanto en la vaina 
de mielina como a nivel intraxonal que muestran los ratones ApoE Knockout podrían 
ser secundarios a una alteración en la morfogénesis, o una consecuencia directa del 
papel neuro-regenerador y protector de ApoE frente a noxas medioambientales.    
 
1. 2 Las retinas de los ratones ApoE Knockout. 
 
   El estudio de la retina de los ratones ApoE Knockout es especialmente complejo 
e interesante. De nuevo y al igual que lo hacíamos en el NO, tendremos que 
considerar que ApoE podría ejercer su influencia desde dos puntos de vista: como 
“controlador” del metabolismo lipídico o desarrollando una función propia. Además 
si consideramos la diversidad de los elementos citoarquitectónicos retinianos hay 
que tener en cuenta que según las características de cada cual,  podría tener 
mayor relevancia uno u otro mecanismo. Los ratones ApoE+D mostraron cambios 
retinianos significativos al compararlos con el grupo ApoE. En nuestro modelo, la 
hipercolesterolemia parece desempeñar un papel prioritario en los hallazgos 
retinianos mostrados, frente a la hipótesis de ApoE “per sé”. No obstante, el 
mecanismo por el que la hipercolesterolemia produce esta dismorgofénesis 
retiniana permanece aún por dilucidar. Nuestro trabajo sugiere que el aumento del 
colesterol y triglicéridos en la dieta altera de una manera notable el mantenimiento 
y función de los elementos  retinianos y es también congruente con otros estudios 
realizados en humanos, relativos a la hipercolesterolemia y al incremento de la 
ingesta de ácidos grasos saturados en pacientes con DMAE (217-219).     
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   Los resultados obtenidos en las diferentes estructuras retinianas, requieren un 
análisis particularizado, aunque las conclusiones del estudio se realicen intentando 
conectar todos los datos obtenidos. 
 
1. 2. 1  GROSOR RETINIANO Y DE LAS CAPAS NUCLEARES EXTERNA E 
INTERNA. 
 
   En el estudio morfológico y morfométrico que hemos realizado hemos 
documentado como el grosor global de las retinas ApoE+D era sensiblemente menor 
al descrito en el grupo ApoE, que a su vez estaba significativamente reducido con 
respecto al Control. También hemos detectado que esta disminución en el grosor es 
debida fundamentalmente a la reducción de las capas nucleares externa e interna, 
donde además la densidad celular se hallaba también disminuida.     
   Otros grupos como el de Ong (80) o Fliesler (220) han utilizado ratones ApoE 
Knockout para estudiar la retina. Fliesler concluye que los ratones ApoE Knockout 
alimentados con una dieta hipercolesterolémica no mostraban grandes alteraciones 
en cuanto a estructura o función al compararlos con los ratones wildtype. Sin 
embargo el grupo  de Ong muestra unos resultados mucho más similares a los 
obtenidos en este estudio. Una posible explicación podría ser la utilización de 
dietas diferentes. En el experimento de Fliesler se utilizaron dietas 
hipercolesterolemiantes de bajo grado (4% grasa, 0.02% colesterol), mientras que 
Ong utilizaba una dieta de más alto poder hipercolesterolemiante (11% grasa, 
0.03% colesterol) y muy similar a la utilizada por nosotros (15.8% grasa, 1.25% 
colesterol) en el presente estudio. 
 
1.2.2  CAPA DE CÉLULAS GANGLIONARES Y DE FIBRAS DEL NERVIO ÓPTICO. 
 
   Hemos descrito el aumento del grosor de la capa de fibras nerviosas (al 
contrario de lo que ocurre en todas las estructuras estudiadas, salvo la MB) con 
diferencia significativa entre ApoE y ApoE+D respecto al control, pero sin 
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diferencias entre ellos. Para justificar este hallazgo, hacemos válidos todos los 
argumentos aportados en la discusión sobre los NO donde también se demostró la 
presencia de axones hipertróficos.   A lo largo de todo el estudio morfológico bajo 
microscopía electrónica de gran aumento, uno de los hallazgos más destacados ha 
sido la existencia de células ganglionares dañadas donde detectamos 
vacuolizaciones citoplasmáticas junto a la existencia de alteraciones 
mitocondriales. La determinación por medio de la técnica western-blot mostró una 
importante diferencia en cuanto a la expresión de GFAP a nivel retiniano de los 
grupos ApoE y ApoE+D con respecto al Control, lo que marca la existencia de daño 
celular en los astrocitos situados a nivel de la capa de fibras nerviosas, tal y como 
ocurría en el NO y  en las células de Müller (221). 
   Viendo en conjunto todos los resultados expuestos, no existe diferencia 
significativa entre los grupos ApoE y ApoE+D, lo que apoyaría la hipótesis de que en 
las capas más internas de la retina tenga más importancia el papel funcional de 
ApoE que el estado hiperlipidémico que muestran los animales, y de modo similar a 
lo expuesto para los NO. 
   Estos hallazgos quedarían además justificados por la teoría propuesta por 
Amaratunga y cols. (59), donde las células de Müller serían sintetizadoras de  
apoproteínas necesarias para la utilización y homeostasis de los lípidos retinianos, 
independientemente de los niveles séricos. Pensamos que estas lipoproteínas 
jugarían un papel de reserva para la demanda de lípidos por las neuronas retinianas 
y ante la carencia de estas, quedarían más afectadas las neuronas con axones más 
largos, como las células ganglionares de la retina, altamente vulnerables a 
enfermedades neurodegenerativas como el glaucoma. En este sentido existen 
evidencias en otros trabajos de investigación (65, 80) donde se documenta en 
animales ApoE Knockout una disminución de la inmunorreactividad a Anhidrasa 
Carbónica II y Caretinina, indicando la primera un daño a nivel de las células de 
Müller y la segunda una alteración de las células ganglionares. 
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1. 2. 3  LA MEMBRANA DE BRUCH Y EL EPITELIO PIGMENTARIO DE LA 
RETINA. 
 
   Se ha comprobado que el acúmulo de materiales en el área del EPR y MB 
incluyendo la presencia de partículas de baja densidad electrónica, depósitos 
basales laminares (222,223), y depósitos basales lineales (224-226) ocurre 
durante el envejecimiento y, al menos los depósitos basales lineales son frecuentes 
en patologías como la DMAE y se asocian a la presencia de vesículas rodeadas de 
membranas. También se ha demostrado con el envejecimiento, la aparición de un 
acúmulo de lípidos en la MB (227). Los ratones ApoE y ApoE+D reciben por vía 
coroidea una gran cantidad de lípidos, en especial de colesterol. 
   Nuestro análisis morfométrico respecto al grosor de la MB ha revelado un 
aumento de ésta en los  grupo ApoE y ApoE+D con respecto al grupo Control. 
   El estudio ultraestructural de las MB ha demostrado la presencia de dos tipos de 
perfiles vacuolares: vacuolas difusas, no rodeadas aparentemente por ninguna 
estructura membranosa (VNM) y por otro lado hemos detectado la presencia de 
vacuolas mayores, delimitadas y que sí parecían quedar limitadas por membranas 
(VM).    Estos hallazgos son compatibles con los descritos en la MB de donantes de 
edad avanzada, donde se demuestra un engrosamiento de esta junto con la 
presencia de VNM (228). Parece que la composición bioquímica de las VNM es 
similar a la composición de las placas de ateroma (82). La composición de las VM, 
presente en algunos casos en las drusas, está aún por aclarar pero se ha asociado a 
la DMAE (224). 
   Dibmar (82), en su trabajo muestra resultados semejantes a los nuestros, donde 
concluye que las VNM son el resultado de la hipercolesterolemia,  la 
arteriosclerosis y el envejecimiento generalizado, como lo demuestra la presencia 
de estas vesículas en animales ApoE Knockout jóvenes y viejos y solo en ratones 
wildtype viejos. En el origen de las VM podría hallarse una hipercolesterolemia 
extrema o algún factor propio dependiente de ApoE pues estas vesículas rodeadas 
por membranas están presentes casi únicamente en el grupo ApoE Knockout. 
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   En este proyecto de tesis hemos utilizado, a diferencia del grupo de Dibmar, 
ratones ApoE+D, con niveles de colesterol aún más elevados, pero en animales más 
jóvenes. El resultado ha sido un aumento en el número de VNM de los ApoE+D 
respecto a ApoE, y la presencia de VM en todos los animales de los grupos ApoE y 
ApoE+D y en ningún control. Esto reforzaría la teoría de una influencia lineal de los 
niveles séricos de colesterol para las VNM mientras que podría existir alguna 
función propia de ApoE para controlar la aparición de VM, que como hemos visto, 
tienen una alta relación con la DMAE. Además esta hipótesis reforzaría las teorías 
sobre el papel protector de ciertos alelos de ApoE frente a la DMAE (71-75). 
   En el estudio del EPR hemos constatado una pérdida de la polarización apical  de 
los gránulos de melanina así como una alteración evidente en su morfología que se 
aprecia en los ratones pertenecientes a ApoE y ApoE+D en comparación a  los  
controles (229, 230),  además el grosor medio y los núcleos celulares eran 
significativamente menores en los grupos del estudio con respecto al Control. Este 
fenómeno es semejante a los efectos que aparecen con el envejecimiento en 
retinas humanas. La distribución topográfica de los gránulos de melanina se 
mantiene al comienzo de la vida pero, a partir de los 40 años (231-233) se 
demuestra una pérdida en el número de melanosomas a la vez que se comienza a 
perderse la distribución apical de estos, situándose algunos de ellos a nivel basal 
del EPR. Los gránulos de pigmento melánico comienzan un proceso de digestión 
lisosomal. Este proceso de digestión es lento a lo largo de la vida y la consolidación 
y reorganización de los residuos de melanina, lisosomas secundarios y gránulos de 
lipofucsina da lugar a la reestructuración morfológica de los gránulos de melanina 
(231). Los hallazgos puestos de manifiesto en cuanto la distribución topográfica de 
estos gránulos, así como a su morfología y morfometría son sugerentes de la 
existencia de un proceso de envejecimiento acelerado de estos ratones.  
 
   En resumen:  Podemos decir que de los hallazgos mostrados en las retinas de 
estos ratones Knockout son debidos a un mecanismo mixto del que formarían parte 
los elevados niveles de colesterol sanguíneo y la función local que ejerce la propia 
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ApoE. Nos inclinamos a sugerir que los hallazgos documentados en las capas medias 
de la retina (nuclear externa e interna), son consecuencia de los altos niveles de 
colesterol, mientras las alteraciones detectadas en la capa de células ganglionares, 
capa de fibras, EPR y MB son debidas también en parte a la ausencia del papel local 
que desarrollaría ApoE y que además coinciden con las capas retinianas donde 
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2. EL GRUPO P27KIP1 KNOCKOUT. 
 
   De entre todos los grupos estudiados, el grupo de ratones Knockout P27 es el 
que presenta mayores diferencias con respecto al grupo Control, tanto en lo 
referente al estudio morfológico como morfométrico, estudio inmunocitoquímico y 
a los resultados del western-blot e inmunoblotting. Además es el único grupo en el 
que se ha detectado mediante el “test de escape” una alteración funcional 
importante y extrapolable a nuestros resultados estructurales. 
   En el estudio morfológico son abundantes los hallazgos que ponen de manifiesto 
la existencia de una grave afectación de los tejidos tanto en la retina como en el 
nervio óptico. Sin embargo, llama la atención la diferencia existente en cuanto a los 
resultados del estudio morfométrico. Mientras en el NO Knockout se detectan 
valores superiores a los descritos para la morfometría de los NO Control, en la 
retina estos resultados se manifiestan a la inversa, es decir, las capas retinianas 
Knockout presentan menor grosor que las Controles. A lo largo de esta discusión 
trataremos de matizar y explicar estas diferencias. 
  
2.1  Los nervios ópticos de los ratones P27kip1 knockout. 
 
   En nuestro trabajo hemos demostrado como los NO de los ratones del grupo 
P27 presentan un área de la sección transversal del nervio y sección transversal 
axonal significativamente superiores a la del grupo Control, aunque la densidad de 
axones (número axonal dividido por la unidad de superficie) ha sido inferior. Este 
último dato se explicaría por el mayor tamaño de estos elementos y no por la 
existencia de abundantes espacios vacíos inter-axonales, como podríamos pensar. 
Por otro lado, cabe destacar que el número total de fibras que componen el NO es 
también significativamente mayor que el del grupo Control.        
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   Estos datos apuntan hacia un patrón hipertrófico-hiperplásico de los NO. Los 
resultados que acabamos de mostrar son perfectamente congruentes con el papel 
desarrollado por P27 kip1 como elemento “enlentecedor” del ciclo celular. Al no existir 
estos complejos inhibidores en los animales Knockout, se produce una situación en la 
que realmente hay menos impedimento para el proceso de fosforilación de la proteína 
del retinoblastoma, facilitando la entrada de la célula en el ciclo celular y por tanto 
predominando los patrones hipertróficos e hiperplásicos. Esto ha sido también  
documentado en determinados tejidos de ratones P27kip1 Knockout (147-151), que 
hemos mencionado en la introducción. Hay que destacar la existencia de un índice de 
mielinización significativamente inferior en el grupo de los axones de mayor tamaño, 
que por otro lado son los más abundantes, lo que unido a la presencia de numerosas 
alteraciones en la vaina de mielina apunta hacia el hecho de que en estos modelos haya 
una deficiencia en el proceso de mielinización y/o presencia generalizada de un 
proceso de muerte celular programada: apoptosis, sobre el que profundizaremos más 
adelante. Además procesos pudieran ocurrir simultáneamente o en fases 
cronológicamente separadas. 
   Ahondando en la teoría de la dismorfogénesis, existen publicaciones que postulan 
que P27kip1 es un trófico para la mielinización axonal al facilitar la correcta maduración 
de los oligodendrocitos (234).  Casaccia-Bonnefil (235) concluye que in vitro estos 
elementos en cerebros P27 kip1 Knockout presentan un freno en su proceso de 
diferenciación, a expensas de su incremento en la mitosis y proliferación, llegándose a 
detectar oligodendrocitos que no expresan MBP. Concluyen que esta línea neuroglial 
está alterada y esto lleva implícita una dudosa  capacidad de mielinización, ya que los 
oligodendrocitos maduros se desarrollan a partir de sus progenitores, atravesando 
diferentes estados hasta su diferenciación completa (236) para poder comenzar la 
formación de la mielina. Como el proceso de diferenciación a través de los diferentes 
estados evolutivos de la célula está intrínsecamente ligado  al ciclo celular (237, 238), 
es razonable pensar que los reguladores de este ciclo  jueguen un papel importante en 
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el proceso de diferenciación. En este sentido, un marcador específico del 
funcionamiento y maduración adecuada del oligodendrocito es la correcta codificación 
del gen que sintetiza la MBP, proteína que como hemos expuesto es fundamental para 
correcta estructuración de las vainas de mielina. 
   En los resultados de esta tesis hemos comprobado la disminución en la expresión de 
MBP (por medio de técnicas de inmunocitoquímica y de western-blot) y la alteración en 
el proceso  de mielinización de los axones de los ratones P27 kip1 Knockout .  
   De cualquier forma, queremos dejar constancia en este punto, de que hay autores 
que apuntan hacia la posibilidad de que P27kip1 tuviera una influencia directa sobre la 
producción de MBP diferente al que derivaría de su función en el ciclo celular, y por 
esto sobre la maduración oligodendroglial (235, 239). Casaccia-Bonnefil (235) sugiere 
que en los animales P27 kip1 Knockout, pudiera existir un aumento de la mielinización y  
de la expresión de MBP (en contra de lo esperado), lo que podría explicarse porque 
estos oligodendrocitos, aunque más inmaduros, poseerían gran capacidad mitótica 
llegando un porcentaje de ellos a ser hábiles para una correcta mielinización, incluso 
en  mayor número que en ratones control. El hecho final es que en nuestro modelo la 
mielina que conforma la envoltura periaxonal y la expresión de la MBP se encuentran 
gravemente alteradas. Esto puede ser consecuencia bien de  la influencia directa de la 
no-expresión de  P27kip1 sobre el ciclo celular y la maduración de los oligodendrocitos, 
bien de la falta de un estímulo directo de este factor sobre la producción de MBP, o 
como parece más probable, que estas alteraciones sean consecuencia del inicio de un 
proceso de apoptosis. Y en este sentido, guiándonos únicamente por las imágenes 
obtenidas en las descripciones morfológicas, hemos hallado perfiles micrográficos 
altamente sugerentes, especialmente en los núcleos de las células macrogliales,  de 
que en estos tejidos exista un proceso de apoptosis.  
   La apoptosis o muerte celular programada, es un mecanismo fisiológico activo en el 
cual el metabolismo celular está bajo el control de genes específicos. Es un fenómeno 
completamente distinto a la necrosis, donde se produce una muerte accidental o 
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pasiva. En la apoptosis la membrana plasmática está íntegra, sucediéndose los cambios 
a nivel nuclear por condensación de la cromatina y fragmentación del ADN, como 
consecuencia de la acción de endonucleasas específicas que activan el calcio y el 
magnesio endógenos. Estos fragmentos dan lugar a uno o varios nucleosomas que 
posteriormente, por condensación de las organelas citoplasmáticas, constituirían los 
cuerpos apoptóticos (240,241). 
   La relación entre P27kip1 y apoptosis ha sido comentada en la introducción. A modo 
de resumen y para continuar con el hilo de la discusión, mencionar que ya que P27kip1 
favorece la detención en la fase G1 del ciclo celular y es en este punto donde se 
produce la apoptosis, sería razonable pensar que este es un factor pro-apoptótico: 
reduce la mitosis de los tejidos, favorece la diferenciación de estos y además controla 
el buen estado celular eliminando células alteradas por medio de la activación de la 
apoptosis (138,139,140,141).  Sin embargo otros autores han atribuido en 
determinadas circunstancias a P27kip1  un papel antiapoptótico (142,143). En este 
modelo P27kip1 Knockout, podríamos pensar que existiera un estímulo para  la entrada 
de la célula en el ciclo  celular, con aumento de las mitosis, disminución en la 
diferenciación y protección frente a la apoptosis. Sin embargo, podemos suponer que 
debe existir algún mecanismo independiente de P27kip1  que controle este proceso y 
active el mecanismo de la apoptosis contrarrestando así el incremento en el número de 
las células poco diferenciadas. En la década de los 90 se sugirió que el fallo en la 
coordinación y diferenciación celular podría producir un fallo en la normal 
configuración de los tejidos, debido tanto a la proliferación celular como a la apoptosis 
(242,243). Casaccia-Bonnefil (235) describe la existencia de núcleos apoptóticos en 
las células macrogliales de los NO de ratones P27kip1 Knockout. Este hallazgo contrasta  
con el  buen estado axonal que describen (sin apenas alteración en la mielina ni 
degeneraciones intraxonales). Por el contrario, en nuestro modelo hemos descrito la 
existencia de perfiles compatibles con núcleos apoptóticos de células macrogliales, 
con condensaciones de cromatina formando nucleosomas, junto a axones con graves 
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degeneraciones y fragmentaciones  de las vainas de mielina y vacuolización intra-
axonal. Estos hallazgos han sido también reportados por diferentes autores, en 
relación a diferentes causas que afectan al NO mediante un proceso de apoptosis 
avanzada (244-246) . 
   Para explicar la existencia de células macrogliales apoptóticas, Casaccia-Bonnefil 
(235) apunta hacia la teoría de que, en su modelo P27kip1 Knockout  existe una 
superpoblación de elementos astrogliales y oligodendrogliales, produciendose menor 
contacto entre axones y glía, afectándose la relación axonal-glial que conduce a la 
activación de apoptosis con autodestrucción de la macroglía. La teoría de que el 
número de células macrogliales viene determinado por el contacto axonal y que en 
ausencia de este factor, astrocitos y oligodendrocitos tienden a autodestruirse, ha 
sido ya descrita por otros autores (247,248).  Sin embargo, en nuestro caso nos 
aventuramos a discrepar parcialmente de esta hipótesis y pensamos que el proceso de 
muerte celular programada es un proceso generalizado, que en el caso de los NO 
afecta  tanto a células macrogliales como a axones, y cuya afectación ya proviene de la 
afectación de las células ganglionares  de la retina. En el modelo de Casaccia-Bonnefil 
(235) los animales tienen de 1 a 3 semanas, mientras que en nuestro caso los ratones 
tienen de 16 a 24 semanas. Es posible que los fenómenos apoptóticos detectados en 
las células macrogliales no sean consecuencia de la falta de un estímulo de contacto 
neuro-glial como postulan estos autores, sino las primeras fases de la activación de un 
proceso de apoptosis generalizada que se hace patente en edades más tardías de la 
vida y donde astrocitos y oligodendrocitos serían más sensibles a este proceso y por 
tanto se afectarían más precozmente (249).  
   Para reforzar nuestra hipótesis sobre la apoptosis generalizada,  sería interesante 
la realización de ensayos más precisos donde se documentaran las alteraciones 
ocurridas cronológicamente desde la embriogénesis hasta las últimas etapas de la vida 
de estos modelos. Del mismo modo sería imprescindible la realización de técnicas 
histoquímicas como el método TUNEL (terminal transferase-dUTP nick end labeling) 
 281
                                                                                                           Discusión.   
(250) que confirmaran la existencia de apoptosis. Esta posibilidad queda abierta para 
futuras investigaciones en esta misma línea. 
 
   En resumen: Pensamos que en los NO de los modelos P27kip1 Knockout existe un 
patrón hipertrófico-hiperplásico del que puede ser responsable la acción trófica sobre 
el ciclo celular consecuencia de la ausencia de expresión de este factor. 
Secundariamente y como posible mecanismo compensador, se desencadena un proceso 
de muerte celular programada, que como responsable de la dismorfogénesis, explicaría 
nuestros hallazgos morfológicos y morfométricos en este modelo experimental.  
 
Las retinas de los ratones P27kip1 Knockout. 
 
   En el estudio morfológico de las retinas de los ratones del grupo P27 destaca la 
presencia de perfiles micrográficos compatibles con un proceso de apoptosis 
generalizada. Además nuestros estudios morfométricos demuestran adelgazamiento 
de capas retinianas (a excepción de la capa retiniana de fibras del NO), con  
disminución de la densidad celular en las capas nucleares sugiriéndose un patrón de 
atrofia generalizada retiniana inducida por la apoptosis y  destacando de entre todas,  
las graves alteraciones celulares que se documentan a nivel del EPR y segmentos 
externos de los fotorreceptores, donde son abundantes los núcleos en diferentes 
fases de condensación de la cromatina, roturas mitocondriales, presencia de cuerpos 
apoptóticos intracelulares y espacios vacíos. La expresión de GFAP por parte de 
células de Müller y astrocitos retinianos, está disminuida en comparación al grupo 
Control. 
   Los hallazgos descritos por nosotros a lo largo de este estudio son opuestos, en 
parte, a los presentados por las escasas publicaciones donde describen las retinas de 
los ratones P27kip1 Knockout. 
   Nakayama (147) describe una distrofia retiniana en este modelo, que no ha sido 
descrito en humanos, pero que coincide con otras descripciones similares en retinas 
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de ratones expuestos a agentes químicos como el ácido 2-aminoxi propiónico (251).  La 
distrofia descrita por este autor consiste básicamente en la invasión de la capa de 
segmentos de los fotorreceptores por núcleos pertenecientes a la capa granular 
externa que atraviesan la membrana limitante externa. Junto a estos hallazgos parece 
existir un estado de mitosis acelerada que se plasma en un tejido retiniano con 
predominio de hiperplasia e hipertrofia celular, lo que llevaría a un engrosamiento 
generalizado de todas las capas, al contrario de lo que hemos descrito en el capítulo 
de resultados de este trabajo. Sin embargo existen algunos puntos en común entre 
este investigador y nuestra descripción. Como referíamos anteriormente, dentro de la 
desorganización citoarquitectónica retiniana mostrada por el modelo experimental 
utilizado por nosotros, destacaban sobre el resto las graves alteraciones detectadas 
en la capa de los segmentos externo e interno de los fotorreceptores y en el EPR. 
Pues bien, Nakayama (147) demuestra que  los fotorreceptores son las  células que 
expresan con mayor fuerza el factor P27kip1 . En estas células y del mismo modo en 
que ha sido comprobado en otros tejidos (148-150), existiría un control inapropiado 
del crecimiento celular derivado de la ausencia de expresión de P27kip1. Otro punto 
clave para intentar “conectar” nuestras observaciones con las de Nakayama (147) es el 
estudio cronológico realizado por Dyer y Cepko (252), a lo largo de la morfogénesis 
pre- y postnatal de las retinas de ratones P27kip1 Knockout. Este estudio revela como 
la cantidad de células en mitosis decrece progresivamente con el desarrollo, hasta no 
hallarse células en mitosis a partir de la segunda semana postnatal. Esto explicaría 
como tras un periodo de hiperplasia y abundantes mitosis celulares,  algún factor  
consigue frenar esta tendencia. Así mismo  Dyer y Cepko (252), demuestran utilizando 
técnicas inmunohistoquímicas de Bromodeoxiduridina y técnica del TUNEL (250), como 
en los estadios más embrionarios del desarrollo retiniano apenas se detectan núcleos 
apoptóticos, mientras que con el progreso del desarrollo se apreciaba un incremento 
en la proporción de núcleos apoptóticos en comparación a los ratones wildtype y 
además este incremento era mayor en la capa nuclear externa. Además, se ha 
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comprobado que la activación del mecanismo de muerte celular programada por la no 
expresión del factor P27kip1 comienza  en fases bien avanzados del desarrollo, al 
contrario de lo que ocurre con los ratones P57kip1 Knockout (otro inhibidor del ciclo 
celular) donde esta apoptosis se activa inmediatamente tras la mitosis de la célula 
(253). Todo esto explicaría como tras un periodo de abundantes mitosis (resultado de 
la ausencia de la capacidad inhibidora de P27kip1 sobre el ciclo celular), se activa un 
mecanismo de control como es la apoptosis. Este mecanismo comienza a activarse en 
las fases tardías del desarrollo o incluso en animales ya maduros. Nakayama (147) o  
Dyer y Cepko (252) trabajan con animales en estadios prenatales o a lo sumo de 3 
semanas de vida. En nuestro trabajo hemos utilizado ratones de mayor edad, donde 
creemos que la “balanza” entre apoptosis y mitosis se ha inclinado hacia la primera. 
Esto tiene como consecuencia la destrucción de cualquier resto de hiperplasia, de 
disgenesia celular o patrón retiniano distrófico y dando lugar a la aparición de una 
atrofia retiniana post-apoptosis que ya ha sido descrita en otras situaciones (254-
256). 
   Curiosamente Dyer y Cepko (252) no hallan cambios en la proporción de neuronas 
retinianas ni afectación apoptótica. En nuestro estudio, a pesar de hallar algún signo 
de vacuolización y edema periaxonal, hemos documentado un aumento del grosor de la 
capa de fibras, que podría explicarse por una diferencia cronológica de las fases 
mitosis-apoptosis, de tal forma  que en el tejido puramente neural la aparición de los 
fenómenos apoptóticos sería más tardía o incompleta. En parte, esto explicaría 
también la diferencia morfométrica entre retina y NO observada en los P27kip1 
Knockout. Hipotéticamente en los NO existiría una afectación apoptótica incipiente, y 
como consecuencia no habría  contrarrestado la fase hipertrófico-hiperplásica, que se 
mostraría en estado álgido (al contrario de lo sucedido en la retina). 
   Todas las alteraciones descritas en las retinas y NO del grupo P27kip1 Knockout  
apuntan hacia una afectación grave en la capacidad visual de estos animales, como así 
se ha puesto de manifiesto en los resultados del “test de escape”, sin descartar que 
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junto a estas alteraciones, existieran también deficiencias en la capacidad de 
aprendizaje de estos ratones. 
   Por otra parte, intentamos establecer una relación entre el retinoblastoma y el 
modelo P27kip1 Knockout.  Como indicamos en la introducción, el desarrollo de las 
células retinianas depende de la regulación del ciclo celular y cualquier alteración en 
éste resulta en determinadas anomalias retinianas. La pérdida de la capacidad 
funcional de la proteína del retinoblastoma fue descrita por primera vez en el propio 
tumor. La proteína del retinoblastoma (pRb) regula la progresión de la célula desde la 
fase G1 del ciclo celular, y su capacidad antimitogénica es suprimida cuando esta 
proteína es fosforilada, facilitándose de esta forma la mitosis celular.  Por otro lado 
P27kip1  es un potente inhibidor del complejo ciclina-quinasa dependiente de ciclina que 
se encarga de fosforilar a la pRb, de tal manera que la no-expresión de P27kip1 en los 
modelos P27kip1 Knockout tiene como consecuencia final la inactivación del proceso 
inhibidor, y por tanto la fosforilación de la pRb. A pesar de la complejidad de la 
interacción entre las distintas ciclinas, quinasas dependientes de ciclinas e 
inhibidores, que en parte han quedado comentados en la introducción, podemos intuir 
un resultado final que incrementaría la mitosis al suprimir tanto la acción de la pRb 
como del inhibidor  P27kip1 . En el primer caso el resultado sería hacia la anaplasia y en 
el segundo hacia la hiperplasia en principio e inmediatamente hacia la apoptosis con 
atrofia. Sin embargo, y en un plano puramente especulativo ¿podrían ser las 
invaginaciones de los núcleos de los fotorreceptores descritas por Nakayama (147) 
estructuras semejantes a la rosetas observadas en los retinoblastomas?.  En este 
momento sólo podemos contestar que ambas tienen su origen aparentemente en  los 
fotorreceptores (257) y que ambas son consecuencia de la modificación de diferentes 
factores que intervienen en el ciclo de las células retinianas. No hemos encontrado 
ninguna estructura semejante al retinoblastoma en las retinas P27kip1 Knockout. Sí se 
han descrito tanto en estos modelos como en modelos RB-/+  Knockout una elevada 
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incidencia de tumores hipofisarios, (147,149,150,151), lo que vendría a dar mayor 
fuerza a la relación entre P27kip1  y pRb .  
 
   En resumen:  Pensamos que en las retinas de los animales P27kip1 Knockout, tras una 
fase de hiperplasia celular con abundantes mitosis, se activa una respuesta pro-
apoptótica. Es posible que exista una diferencia cronológica en el paso de una a otra 
fase en tejidos como la retina y el NO. 
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3. EL GRUPO PTEN KNOCKOUT. 
 
  La característica diferencial más importante entre este y el resto de los grupos 
genéticamente manipulados de nuestro estudio, es que en este caso trabajamos con 
animales heterocigotos (aquellos en los que solamente ha sido suprimida la expresión 
del gen en uno de los alelos). Debemos reflejar aquí, que los animales homocigotos para 
esta mutación no son viables (157, 158). El estudio de animales heterocigotos puede 
tener por consecuencia que el gen alelo adquiera dominancia y que el fenotipo del 
animal no demuestre ninguna de las alteraciones que podrían ser atribuidas al gen en 
estudio. En otras ocasiones se aprecia como los animales heterocigotos presentan 
alteraciones fenotípicas idénticas, o incluso aún más significativas que las mostradas 
por sus homólogos homocigotos (252). En este caso sabemos que los ratones PTEN -/+, 
al menos muestran cambios importantes en determinados tejidos como mama, tracto 
gastrointestinal o próstata (168, 169) lo que demuestra que el alelo activo no asume 
todas las funciones ni se comporta de una forma dominante.  
   La mayoría de las publicaciones que hacen referencia a la función de PTEN han  
resultado del estudio en cultivos celulares sobre células homocigotas, o bien donde se 
ha inactivado la expresión del gen de PTEN en ambos alelos, pero sólo en un grupo de 
células de un ser vivo. Por todo esto, la extrapolación y comparación de los resultados 
obtenidos en este proyecto de tesis con muchas de las publicaciones existentes 
parten de un sesgo que debemos destacar.  
   Al compararlo con el grupo de ratones ApoE, ApoE+D y P27 vemos que es de entre 
todos ellos  el que menos características diferenciales presenta con respecto al grupo 
Control. Hecho que puede ser atribuido a la función del propio gen o a la mencionada 
condición de animales heterocigotos. 
   Tampoco hemos encontrado diferencias notables en este grupo en cuanto a los 
patrones morfométricos entre retinas y NO. Por todo ello, en este grupo 
 287
                                                                                                           Discusión.   
analizaremos de una forma conjunta los resultados obtenidos de ambas 
estructuras.   
      
3.1 Los nervios ópticos y las retinas de los ratones PTEN. 
 
   De los resultados de nuestro trabajo podemos deducir que los NO de los ratones 
pertenecientes al grupo PTEN Knockout presentan áreas axonales y de las secciones 
trasversales de los NO significativamente aumentadas con respecto al grupo Control. 
La densidad axonal (número de axones por unidad de superficie) se encuentra 
disminuida como consecuencia del aumento de tamaño presentado por los axones. El 
cálculo aproximado del número total de axones en los NO no es superior al hallado en 
el grupo Control. Por lo tanto, los NO del grupo PTEN presentan un patrón morfológico 
hipertrófico con respecto al Control, sin que hallamos podido demostrar en ellos la 
existencia de hiperplasia. 
   El grosor retiniano total esta aumentado. Destaca la capa de segmentos externos e 
internos de los fotorreceptores, que muestra proporcionalmente un mayor grosor 
respecto a las otras capas. Hemos encontrado una densidad celular similar entre 
grupos, en las capas nucleares externa e interna de la retina. Podemos deducir que al 
menos a este nivel tampoco hemos podido demostrar la existencia de hiperplasia 
celular.  
   En cuanto al estudio morfológico destacamos en el NO la presencia de alteraciones 
de las vainas de mielina en porcentaje algo superior al observado en el grupo control, 
destacando la existencia de “desflecamientos”, aberraciones en las láminas o espacios 
vacíos entre las capas de la mielina. El examen microscópico de la retina demuestra,  
igual que en los grupos ApoE y ApoE+D, la pérdida de una distribución topográfica 
apical de los gránulos de pigmento y  un engrosamiento de la MB. 
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   Ni con en el estudio inmunocitoquímico, ni con la utilización de la técnica de western-
blot hemos podido demostrar diferencias en cuanto a la expresión de MBP o GFAP de 
los animales PTEN Knockout con respecto al grupo Control.   
   De todo esto podemos deducir que, tanto en las retinas como en los NO de los 
ratones genéticamente manipulados para el gen PTEN, existe un patrón de hipertrofia 
celular sin hiperplasia y la organización citoarquitectónica está relativamente bien 
conservada.  
   Nuestros resultados concuerdan con los expuestos por He Huang (170), del que 
hemos dado cuenta detallada en la introducción, en un estudio comparativo entre 
ommatidias normales de moscas Drosophila y otras a las que se les había suprimido la 
expresión de PTEN. Al igual que en nuestros resultados, estas ommatidias 
presentaban un aumento en el tamaño celular pero una correcta estructuración en el 
tejido.  
   Durante el desarrollo de los organismos multicelulares, el crecimiento y la 
diferenciación celular se hallan estrictamente controladas. Aunque se han hecho  
descubrimientos para su conocimiento, seguimos sin conocer todos los mecanismos 
celulares y moleculares que influyen en este proceso. De hecho sabemos que el primer 
paso hacia la proliferación y crecimiento celular depende, la mayoría de las veces, de 
mediadores intercelulares que introducen a la célula en el ciclo celular. En el caso de 
PTEN hemos visto como este era un regulador de actuación precoz tras el estímulo  
sobre la membrana celular de determinados factores de crecimiento, que en el caso 
de PTEN eran la insulina, el factor de crecimiento epidérmico, o la matriz 
extracelular. PTEN se “encarga” de desfosforilar el PIP3, frenando de esta manera la 
intención de los factores extracelulares que pretendían iniciar el ciclo celular, por 
medio de la inhibición de determinados controladores intracelulares del ciclo, como 
era P27kip1, o factores proapotóticos.  Para hacer más comprensible la argumentación, 
diríamos que PTEN es un inhibidor de la proliferación celular que se encuentra en la 
parte más alta de la cadena de los elementos reguladores intracelulares. De una 
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manera intuitiva, podremos pensar que si existe un fallo en la función de PTEN se 
“perderá” un importante inhibidor de los factores extracelulares de crecimiento, por 
lo que de alguna forma, estos tendrán más “fuerza”  en su actuación, pero a la vez, los 
factores reguladores intracelulares que se encuentran por debajo de PTEN tendrán 
otras posibilidades de activación y corregulación por otras vías, lo que modulará el 
resultado final, que se traducirá como hemos visto, en un aumento del tamaño celular 
sin la presencia de graves alteraciones tisulares como ocurría en el caso de los P27kip1 
Knockout. 
   Dada nuestra falta de conocimiento sobre todos los mecanismos reguladores del 
ciclo celular y la característica del modelo estudiado como heterocigoto, la hipótesis 
anterior es en cierto modo más especulativa que rigurosa. 
   Sin embargo, Wittwer y cols. (258) muestran en su investigación (también sobre 
ommatidias de moscas Drosophila), resultados que pudieran reforzar nuestra 
hipótesis. Ellos demuestran como la pérdida de la función del gen Lilli, al contrario de 
lo que ocurre con la supresión de PTEN, conduce a una reducción en el tamaño celular y 
del organismo, siendo estas células por lo demás normales. Lilli actúa como un 
regulador positivo de la vía PI3K/PKB (259,260,261), cuyo segundo mensajero es PIP3, 
que a su vez era inhibido por  PTEN. Así la inactivación de un regulador positivo, 
situado también  en la cima de la cadena de control intracelular del ciclo celular,  
conduce a fenómenos de disminución en el tamaño celular. Y aún más, si en este 
momento frenamos la expresión de PTEN, neutralizaremos el efecto y las células 
tenderían a recuperar su tamaño original sin que se aprecien fenómenos evidentes de 
pérdida en la organización tisular, disgenesias o fenómenos apoptóticos. 
   Para finalizar, quisiéramos enfatizar tres tipos de alteraciones morfológicas que 
hemos mencionado al principio de este apartado: la alteración de la mielina de algunos 
axones con espacios vacíos entre las laminillas de mielina, el engrosamiento de la MB y 
la pérdida del la polarización apical de los gránulos de pigmento en el EPR. Estos 
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hallazgos, en nuestra opinión, podrían ser signos de un envejecimiento precoz del 
aparato visual en  estos animales. 
   La pérdida de la topografía de los gránulos de melanina en el EPR como signo de 
envejecimiento ya fue comentada en esta discusión cuando comentamos el modelo P27 
y no ahondaremos más en ella. 
   En cuanto al engrosamiento de la MB, está bien documentado que esta aumenta su 
espesor progresivamente con el tiempo, llegando a doblar su tamaño inicial en las 
etapas finales de la vida (262-266) y parece que este engrosamiento se produzca a 
expensas de las capas internas de la membrana. Esto podría deberse al 
remodelamiento de sus estructuras fibrosas y al depósito de material. Entre los 
cambios más precoces destaca la presencia de material granular y vesículas no 
membranosas como las que hemos descrito  para este modelo.  
   Las alteraciones en cuanto a la morfología que se ha documentado en las cubiertas 
de mielina de los ratones del grupo PTEN han sido descritas, junto a otras, como 
consecuencia de los cambios en los axones producidos por el envejecimiento en 
ratones wildtype de más de 12 meses de edad (267,268). 
 
   En resumen: De todo lo anterior podríamos sugerir que el efecto de la supresión de 
uno de los alelos de PTEN en el ratón tiene como consecuencia un estímulo positivo 
para el crecimiento, en cuanto al tamaño celular en las retinas y NO, sin producirse 
fenómenos dismorfogénicos, y además podemos sugerir que podría producirse un 
envejecimiento precoz de estos animales, de forma congruente con la aceleración del 
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   Para finalizar, quisiéramos particularizar sobre la aplicación biomédica y la utilidad 
práctica en oftalmología, de las descripciones de las retinas y NO de los diferentes 
modelos que se han hecho a lo largo del presente trabajo.  
   Con la herramienta que nos brinda el conocimiento de la manipulación genética, 
vamos a ser capaces en un futuro de aplicar estos conocimientos en la práctica clínica 
diaria. Cuando conozcamos profundamente el funcionamiento de cada uno de nuestros 
genes y sus relaciones con los demás, y la tecnología nos brinde la capacidad de poder 
aplicar de forma controlada la sobre-expresión o inhibición de determinados genes 
sobre los tejidos deseados y en el momento que necesitemos, en ese momento, será 
posiblemente cuando la terapia génica se imponga. 
   Así, y por continuar con esta especulación sobre el futuro de la neuro-oftalmología, 
podríamos pensar que ApoE, con su función como regenerador neural podría ser sobre-
expresada en determinadas isoformas para tratar determinadas enfermedades  
neurodegenerativas del NO y retina tales como el glaucoma u otros tipos de 
neuropatías. Su función como  controlador local del metabolismo lipídico pudiera 
utilizarse en el manejo de enfermedades como la degeneración macular asociada a la 
edad. El control y manejo de P27 podría ser interesante en su faceta como 
controlador del ciclo celular en enfermedades tumorales como el retinoblastoma. La 
inhibición de la expresión del gen PTEN  podría utilizarse en caso de hipoplasia de 
papila o microftalmos, dada su función como inhibidor del crecimiento y la 
diferenciación.  Cabe esperar que el control del ciclo celular y los procesos de 
inhibición-estimulación puedan aplicarse al tratamiento de las vítreo-retinopatías y 
otras enfermedades proliferativas de la retina, vítreo y nervio óptico, cuyos 

























    Podríamos decir, que de alguna 
manera somos en este campo, 
como lo fueron los anatomistas 
del siglo XVII, iniciándose en el 
conocimiento que les brindaba el 
estudio de la anatomía del cuerpo 
humano, ignorantes de las futuras 
técnicas y complejas tecnologías 
uirúrgicas que en los siglos posteriores se han desarrollado, pero que necesitaron de 
os conocimientos básicos aportados por estos hombres.    
  Aún en los albores del conocimiento de las funciones génicas, debemos 
onformarnos, por el momento,  con el estudio de la repercusión que diferentes genes 
ienen, o podrían tener, sobre el aparato visual. Por nuestra parte, el estudio de 
odelos genéticamente manipulados para aplicarlos en neuro-oftalmología comenzó en 
l año 1999, y  ya en el año 2001 realizamos las primeras descripciones sobre los 
odelos descritos (269-271), y esto ha constituido el propósito de este proyecto de 
esis doctoral, con la esperanza de poder aplicarlo en un futuro, al objeto de intentar 
ejorar la visión y calidad de vida de nuestros pacientes. 
 
293





                                                                                                       Conclusiones   
    

























                                                                                                       Conclusiones   
 




1. La eliminación del gen que codifica la apoproteína E produce en el nervio óptico 
de los ratones un patrón hipertrófico y alteraciones ultraestructurales, 
destacando las intra-axonales y de la vaina de mielina. Estas son consecuencia 
directa de la falta de expresión de este gen y se inducen  independientemente 
de los niveles lipídicos sanguíneos. 
 
 
2. La ausencia de expresión de la ApoE induce en las retinas de estos ratones la 
aparición de un patrón hipotrófico e hipoplásico, con especial afectación de las 
capas nuclear externa e interna, así como de la membrana de Bruch.  Estas 
alteraciones son dependientes de los niveles de colesterol y triglicéridos 
plasmáticos, secundarios a la ausencia de ApoE. 
 
3. Las alteraciones morfológicas del nervio óptico y retina, producidas por la 








1. La ausencia del gen que codifica  el inhibidor  P27kip1  produce en el nervio 
óptico de los ratones adultos la aparición de un patrón  hipertrófico e 
hiperplásico con especial afectación de los núcleos de las células macrogliales 
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que presentan cambios por condensación de la cromatina. Además, existen 
degeneraciones axonales.  
 
2. La ausencia del gen que codifica el inhibidor P27kip1 provoca la aparición en la 
retina de estos ratones de un patrón marcadamente hipoplásico e hipotrófico, 
con especial afectación de la capa de segmentos de los fotorreceptores y del 
epitelio pigmentario de la retina.  
 
 
PARA EL GRUPO DE RATONES PTEN KNOCKOUT. 
 
1. La falta de expresión del gen que codifica  la proteína citoplasmática PTEN, 
induce en el nervio óptico y en las retinas de los ratones un patrón 
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